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Análisis de la actividad antimicobacteriana sobre Mycobacterium tuberculosis y/o 
activadora de macrófagos de extractos de plantas mexicanas conocidas como 
gordolobo. 
RESUMEN. 
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa considerada como problema de salud 
mundial. El aumento en la incidencia de la tuberculosis se ha debido en parte a la aparición de 
cepas drogo-resistentes, por lo que se considera prioritaria la búsqueda de nuevos compuestos 
antimicobacteriales. 
El gordolobo, es una planta reportada en la medicina tradicional en México con diversos 
usos medicinales, entre los cuales se menciona como antituberculoso. A partir de cuatro 
diferentes especies de gordolobo (Gnaphalium canescens, G. aff. decurrens, 6. leucocephalium y 
Bocconia frutescens) se obtuvieron extractos hexánicos, metanólicos, etanólicos y acuosos del 
tallo, flor y hoja. 
La actividad antimicrobiana se determinó por la técnica de Azul Alamar sobre la cepa 
H37Rv de Mycobacterium tuberculosisy encontramos que los extractos hexánico y metanólico de 
las hojas de B. frutescens, tienen una concentración mínima inhibitoria (MIC) de 125 pg/ml, 
mientras que los demás extractos probados no mostraron actividad contra M. tuberculosis. 
En algunos casos la efectividad de un compuesto o extracto vegetal como antimicrobiano 
no se debe a una acción directa contra el microorganismo sino a una estimulación del sistema 
inmune que facilita el control y eliminación del parásito. Mediante ensayos de RT-PCR 
encontramos que los extractos hexánico y metanólico de hoja de B. frutescensy hexánico de flor 
de G. aff. decurrens (125 pg/ml) indujeron la expresión de IL-lp en macrófagos medulares de 
ratones BALB/c, pero ninguno de ellos indujo la expresión de IL-10. Mientras que los extractos 
hexánico de flor de G. aff. decurrens y metanólico hoja de B. frutescens indujeron la producción 
de la enzima óxido nítrico sintetasa inducible (¡NOS). 
Estos resultados indican que el extracto metanólico de hoja de B. frutescens tiene 
actividad contra M. tuberculosis y actividad estimuladora sobre macrófagos. En tanto que el 
extracto hexánico de hoja de B. frutescens tienen solo acción contra M. tuberculosis, y el 
hexánico de flor de G. aff. decurrens tiene acción estimuladora sobre macrófagos. 
Los ensayos de identificación parcial de compuestos en los extractos con actividad 
evidenciaron que el extracto metanólico de B. frutescens contiene insaturaciones, oxhidrilos 
fenólicos, sesquiterpenlactonas, cumarinas, grupos carbonilo, alcaloides, carbohidratos y lactonas, 
pero carece de esferoides y f lavonoides. 
El extracto hexánico de B, frutescens presentó insaturaciones, esferoides, 
sesquiterpenlactonas, cumarinas, grupos carbonilo, alcaloides, carbohidratos y lactonas. Carece 
de oxhidrilos fenólicos y flavonoides. 
El extracto hexánico de flor de aff. decurrens presentó insaturaciones, oxhidrilos 
fenólicos, cumarinas, sesquiterpenlactonas, f lavonas, grupos carbonita, carbohidratos y lactonas. 
Carece de triterpenos, esferoides y alcaloides. 
La presencia de alcaloides ya había sido previamente reportada para el género Boconnia, 
pero no en Gnaphalium. 
El presente trabajo es un preámbulo para posteriores investigaciones que conduzcan a 
identificar los compuestos responsables de las actividades encontradas en los extractos y que 
pueden llegar a ser buenos candidatos para ser utilizados en el control de la enfermedad. 
Antimycobocterial activity against Mycobacterium tuberculosis and/or macrophage 
activation of mexican plant extracts known as gordolobo. 
Abstract: 
Tuberculosis is an infectious disease considered as a world health problem. The increased 
incidence of tuberculosis in the last years has been due, in part, to the surge of multidrug-
resistant strains, this has made the search of new antimicobacterial compounds a priority. 
Gordolobo is a plant reported in traditional mexican medicine for many medical uses. One 
of those uses is against tuberculosis. Different species of plants are known as gordolobo. In 
this study, four different species of gordolobo (Gnaphalium canescens, G. aff decurrens, G. 
leucocephalium and Bocconia frutescens) were used. Hexane, methanol, ethanol and aqueous 
extracts of leaf, steam and flower were obtained from each species. 
Antimicrobial activity was determined by Alamar Blue assay on Mycobacterium 
tuberculosis strain H37Rv. Methanol and hexan leaves extracts from B. frutescens showed a 
minimum inhibitory concentration (MIC) of 125 jig/ml. None of the other tested extracts had 
any activity against M. tuberculosis. 
In some cases the effectiveness as antimicrobial of a compound or vegetal extract is not 
due to a direct effect against the microorganism, but an immune system stimulation that 
facilitates the parasite control and its elimination. By RT-PCR assays we found that hexane and 
methanol leaf extract from B. frutescens and hexanic flower extract fom G. aff decurrens (125 
ng/ml) induced IL-lJb expression in murine (BALB/c) bone marrow macrophages, but none of 
these induced IL-10 expression. Hexanie flower extract from G. aff. decurrens and methanolic 
leaf extract from B. frutescens induced the expression of inducible nitric oxide synthase 
enzyme (iNOS). 
This research shows that methanol leave extract from B frutescens presents activity 
against M. tuberculosis and stimulating activity upon macrophages. While hexane extract from B. 
frutescens only has activity against M. tuberculosis and the hexane extract from G. aff. 
decurrens flower presents a stimulating activity upon macrophages. 
The partial identification assays of compounds in activated extracts showed that the 
methanol extract from B. frutescens contains insaturations, phenol oxhidriles, 
sesquiterpenlactones, coumarines, carbonyl group, alkaloids, carbohydrates and lactones, but it 
lacks of steroids and f lavonoids. 
The hexane extract from B. frutescens showed insaturations, steroids, 
sesquiterpenlactones, coumarines carbonyl group, alkaloids, carbohydrates and lactones. I t lacks 
of phenolic oxhidriles and flavonoids. 
Hexane extract from &. aff decurrens flower showes insaturations, phenolic oxhidriles, 
coumarines, sesquiterpenlactones, flavones, carbonyl group, carbohydrates and lactones. I t lacks 
of triterpenes, steroids and alkaloids. 
The presence of alkaloids had been previously reported for the generous Bocconia, but 
not for Gnaphalium. 
The present research is a preamble for future investigation to find the responsible 
compounds of the activities reported here and test them as candidates to be used in 
tuberculosis control. 
1. INTRODUCCIÓN. 
Una de las enfermedades infecciosas re-emergentes que se ha convertido en un problema 
de salud pública mundial es la tuberculosis, cuyo principal agente causal es Mycobacterium 
tuberculosis. La Organización Panamericana de Salud (OPS) y La Organización Mundial de la 
Salud (OMS) consideran que la aparición de cepas drogo-resistentes es un obstáculo importante 
para el control de esta infección (OPS/WHO, 1999). 
De acuerdo al reporte global de la OMS, la incidencia de la tuberculosis se ha 
incrementado en los últimos años. Cada año se reportan 8 millones de nuevos casos y 2 millones 
de muertes debidas a la tuberculosis. La falta de atención por parte de los sistemas de salud 
para el control de la tuberculosis, la diseminación de HIV/SIDA y el surgimiento de cepas 
multidrogo-resistentes han contribuido al impacto de esta enfermedad (WHO, 2003). Se estima 
que entre el 2002 y el 2020, aproximadamente 1,000 millones de personas contraerán la 
enfermedad, 150 millones se enfermarán y 36 millones morirán por esta enfermedad si no se 
encuentra alguna forma de controlar la enfermedad y su propagación (WHO, 2003). 
La medicina herbolaria ha demostrado ser una fuente importante en la detección de 
moléculas con actividad farmacológica y en muchos casos su uso se ha difundido en la medicina 
moderna. Varios investigadores han informado de moléculas con actividad anti-micobacteriana 
obtenidas de extractos de plantas (Frame AD, et al., 1998; Wtichter GA, et al., 1998; Houghton 
P J , et ai, 1998; Lall N, et ai, 1999; Cantrell CL, et ai, 1999a; Cantrell CL, et al, 1999b). Sin 
embargo, a la fecha no se ha reportado un compuesto cuyas características de actividad anti-
micobacteriana y márgenes de toxicidad permitan que sea incluido dentro del tratamiento contra 
la tuberculosis. Por lo anterior y debido al alarmante surgimiento de cepas drogo-resistentes a 
los fármacos de línea (OPS/WHO, 1999) la búsqueda de nuevos compuestos anti-micobacteriales 
a partir de plantas medicinales es un reto constante y prioritario en esta área de investigación 
(Wagner H, etal, 1985; Schultes RE, 1972; Farnsworth N, et ¿7/1985). 
Hasta la fecha, se han registrado en México alrededor de 4,000 especies con atributos 
medicinales (15% de la flora total). Este número coincide con lo informado en varias regiones del 
mundo por especialistas en la materia, quienes consideran que una de cada siete especies posee 
alguna propiedad curativa. Sin embargo, se calcula que en México y en todo el mundo la validación 
química farmacológica y biomédica sólo se ha llevado a cabo en el 5% de las especies usadas por 
sus atributos medicinales (~200 especies) (Huertas, C, 1997). 
1.1 ANTECEDENTES. 
1.1.1 Características biológicas y químicas de Mycobacteríum tuberculosis. 
M. tuberculosis es una bacteria intracelular facultativa resistente a los ácidos y álcalis 
por su compleja estructura hidrofóbica presente en su pared celular. Dan leve tinción gram-
posítíva, tienen apariencia de bacilos rectos o un poco curvos con algunas células ramificadas, son 
inmóviles y no esporulados, de 1 a 10 //m de longitud y 0.2 a 0.6 pm de ancho. Es un patógeno 
capaz de sobrevivir intracelularmente en macrófagos y otras células del sistema 
reticuloendotelial (Walker, S, 2001). 
Cuando la bacteria crece en medio sólido, las colonias tienen una apariencia cérea y 
verrugosa; cuando crecen en medios líquidos, las células se agregan en cúmulos. Estos hábitos de 
crecimiento ref lejan la presencia de la capa externa cerosa de las células (Ingraham, J , 1998). 
Los miembros de este grupo tienen una estructura de la pared poco común (Ingraham, J , 
1998). El complejo de la pared celular consta de una membrana citoplasmática interna rodeada 
por una pared rica en peptidoglicano. Las capas de peptidogl icano y arab i nogal octano son 
semejantes en todas las especies, pero el lipoarabinomanano, los ácidos micólicos y los ácidos 
micocerósicos varían de una especie a otra. En M. tuberculosis los ácidos micólicos son de 
cadenas carbonadas y especialmente alargadas. (Walker, S, 2001). La pared de peptidoglicano 
está unida mediante enlaces químicos a una capa de polisacárido que, a su vez, está unida 
mediante enlaces de tipo éster a ácidos micólicos (Ingraham, J , 1998). 
Por esta razón sus células tienen una superficie externa cerosa que le confiere 
propiedades especiales como resistencia a muchos antibióticos y las protege de ambientes 
hostiles. Las micobacterias asociadas a enfermedades presentan un lento crecimiento por lo que 
requieren entre 2 y 6 semanas de incubación. La superficie cérea disminuye la permeabilidad de 
varios compuestos, incluida la mayoría de los colorantes. Las células deben calentarse hasta 75 °C 
para poder teñirlas. Estas características inusuales permiten que puedan ser identificadas 
mediante la tinción de ácido-alcohol resistencia y por eso se le conoce como bacterias ácido-
alcohol resistentes (Ingraham, J , 1998). M. tuberculosis presenta además una capa externa de 
glucolípidos sulfatados que han sido involucrados en la virulencia. (Walker, 5, 2001). 
1.1.2 Patogénesis. 
M. tuberculosis se transmite por aire en microgotas expulsadas cuando un paciente 
portador de tuberculosis pulmonar o laríngea tose, estornuda o habla. La infección ocurre cuando 
un individuo susceptible inhala una de estas microgotas. Una persona infectada puede permanecer 
así por muchos años (inclusive toda su vida) sin desarrollar la enfermedad y la única evidencia de 
un contacto previo con el bacilo o de infección es la prueba positiva a la tuberculina. Estas 
personas pueden desarrollar la enfermedad en cualquier momento, relacionándose la progresión 
de la enfermedad con estrés físico y emocional, especialmente con el debilitamiento del sistema 
¡nmunológico (WHO, 1995, Chan, J , etai, 1994). 
El desarrollo de la tuberculosis pulmonar, desde su inicio hasta las manifestaciones 
clínicas, se puede representar como una serie de batallas entre el hospedero y el invasor: a) Los 
bacilos inhalados pueden multiplicarse o ser eliminados por los macrófagos alveolares antes de 
que se produzca cualquier lesión; b) se pueden formar pequeños espacios caseosos (de milímetros 
de diámetro) que pueden progresar o estabilizarse antes de siquiera ser detectados por 
radiografías; c) se pueden formar lesiones caseosas grandes locales y verter al bacilo hacia el 
torrente sanguíneo y al sistema linfoide o pueden curarse o estabilizarse; d) alternativamente las 
lesiones caseosas pueden licuarse e introducir bacilos y sus productos hacia al árbol bronquial, 
haciendo el control de la enfermedad más difícil (Dannenberg, A. etai, 1994). 
Una vez establecida la primera pequeña lesión caseosa tuberculosa, todas las batallas 
subsecuentes ocurren en un hospedero donde se puede producir daño al tejido o una respuesta 
inmune activadora de macrófagos. La primera produce una necrosis caseosa si existen altas 
concentraciones de productos bacilares como tuberculina. Lo segundo, conocido como inmunidad 
mediada por células (CMI) o resistencia celular adquirida, causa una acumulación de macrófagos 
microbicidas activados alrededor del centro caseoso de la lesión. La interacción entre la 
multiplicación de bacilos y estas respuestas por parte del hospedero a los componentes bacilares 
determinará si la enfermedad progresa o se controla (Dannenberg, A. et al, 1994). 
1.1.3 Control de la bacteria por el sistema inmune. 
M. tuberculosis penetra al sistema alveolar en aerosoles, una vez ahí son primariamente 
ingeridos por los macrófagos alveolares, pero puede ser también que la bacteria sea ingerida a 
través del sistema epitelial de neumocitos tipo I I (Bermudez, LE, et ai, 1996, 2002; Mehta PK,et 
ai, 1996; Castro-Garza, J , et ai, 2002, bobos KM et al92000). Los macrófagos que fagocitan 
inicialmente a las bacterias no están activados y no controlan la infección, pero si atraen 
monocitos inactivados, linfocitos y neutrófilos a través de la producción de citocinas, ninguno de 
los cuales eliminan a la bacteria de manera eficiente (Smith, I., 2003). Las células incapaces de 
matar a las bacterias fagocitadas, proporcionan al microorganismo un ambiente que las protege 
de las células activadas reclutadas hacia el sitio de la infección permitiendo que se multipliquen 
intracelularmente. Durante este periodo, antes de que ocurra el desarrollo de la inmunidad 
específica, es cuando los organismos aparecerán en los ganglios linfáticos que drenan la región 
(Rossman, MD, 1996). 
Posteriormente, se comienzan a formar lesiones focales granulomatosas compuestas de 
macrófagos derivados de células gigantes y linfocitos. Este proceso es generalmente efectivo 
para contener la diseminación de la bacteria. Mientras que la inmunidad celular se desarrolla, los 
macrófagos cargados con bacilos son eliminados, y esto da lugar a la formación del centro 
caseoso del granuloma, rodeado por una zona celular de fibroblastos, linfocitos y monocitos 
derivados de sangre. Aunque se asume que los bacilos de la tuberculosis no pueden multiplicarse 
dentro de este fino tejido caseoso debido a su pH ácido, a la baja disponibilidad del oxígeno y a la 
presencia de ácidos grasos tóxicos, algunos organismos permanecen vivos pero inactivos por 
décadas (Smith, I., 2003). 
Se considera que las células dendríticas desempeñan un papel muy importante en los 
primeros estadios de la infección puesto que son mejores presentadores de antígenos que los 
macrófagos (Tascon, RE, et ai, 2000) y activarían las células T con los antígenos específicos de 
M. tuberculosis (Bodnar, KA, et al., 2001, Gonzalez-Juarrero, M, et a!., 2001). Debido a que las 
células dendríticas son migratorias, no como los macrófagos diferenciados, pueden contribuir a la 
diseminación de M. tuberculosis en los tejidos (Lipscomb, MF, et a!., 2002). 
La bacteria es fagocitada en un proceso que inicia con el contacto de la bacteria con la 
manosa del macròfago y/o con los receptores del complemento (Rossman, MD, 1996, Schlesinger, 
LS, 1993). Se considera que el colesterol en las membranas plasmáticas es importante para este 
proceso, debido a que se ha observado que el retirar este esteroide en neutrófilos humanos 
disminuye la fagocitosis en M. kansasii (Peyron, PC, et ai, 2000). Experimentos similares 
evitaron la entrada de M. bovis BCG en macrófagos de ratones (Gatf ield, J , et a!., 2000). Los 
receptores Toll-like 2 (TLR2) también juegan un papel en la regulación de la entrada de M. 
Tuberculosis (Noss, EH, et ai., 2001). 
Una vez que se ha introducido al macròfago, tanto M. tuberculosis como otros patógenos 
íntracelulares, residen inicialmente en vacuolas endocíticas llamadas fagosomas. Si ocurre el 
ciclo fagosomal normal de la maduración (la fusión fagosoma-1isosoma) estas bacterias 
encontrarán un ambiente hostil que incluye un pH ácido, intermediarios reactivos del oxígeno 
(ROI) y de nitrógeno (RNI's), enzimas lisosomales y péptidos tóxicos. Puesto que la mayoría de la 
destrucción de bacterias ocurre en el fagolisosoma del macròfago, los patógenos Íntracelulares 
han desarrollado muchas maneras de evitar el microambiente vacuolar hostil. Así las 
micobacterias patogénicas inhiben la fusión fagosoma-lisosoma (Armstrong, J , et a!., 1975; 
Deretic, V et ai, 1999) y evitan la acidificación del fagosoma (Crowle, A J , et al., 1991 
Niederweis, M, 2003). 
Los procesos de inflamación están muy ligados a la enfermedad. El crecimiento de M. 
tuberculosis promueve las respuestas inflamatorias del hospedero que son necesarias para 
controlar las infecciones pero pueden también causar daño severo del tejido fino (Smith, I., 
2003). Unos de los agentes celulares del hospedero involucrados en el daño del tejido son 
proteasas como la catepsina D. 
Se ha propuesto que la inmunidad de tipo retardado (HTR) y la CMI inhiben el crecimiento 
intracelular de los bacilos tuberculosos. En el caso de los monocitos, se reclutan primero en el 
tubérculo (granuloma) por citocinas producidas por las células T sensibilizadas y a continuación 
son activados por otras citocinas para que destruyan los microorganismos intracelulares. La HTR 
es un mecanismo por medio del cual se destruyen los macrófagos no activados cargados de 
bacilos. Esto elimina un ambiente favorable para el crecimiento bacteriano, pero ocurre un 
proceso de necrosis caseif ¡cante a costo del tejido del huésped (Rossman, MD,1996) 
Fagocitosis e inmunidad específica. La actividad fagocítica de los macrófagos está 
relacionada con protección y también desempeña un papel importante en la inducción de las 
respuestas inmunitarias específicas. A través de la fagocitosis, los macrófagos atrapan e 
ingieren microorganismos, los inactivan y los digieren en componentes de tamaño variable. Algunos 
de estos se degradan todavía más, produciendo pequeños fragmentos antigénicos o epítopos, que 
se asocian a moléculas de histocompatibilidad de clase I y I I , los cuales se transportan a la 
superficie de los macrófagos para ser presentados a las células T del individuo. Las células T 
responden al contacto con el antígeno y a otras señales secundarias e inician la respuesta 
inmunitaria. Los macrófagos funcionan como células atrapadoras, procesadoras y presentadoras 
de antígeno, esta función también la realizan los linfocitos 6, las células de Langerhans y las 
células dendríticas (Rojas-Es pinosa, O, 2001). 
Los fagocitos realizan una labor de gran importancia, ya que son los principales 
productores de las interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a y además liberan otras 
moléculas como: la enzima activadora de plasminógeno y la fosfolipasa, radicales de oxígeno, 
peróxido, factor activador de plaquetas, óxido nítrico y mediadores lipidíeos de inf lamación, tales 
como prostaglandinas y leucotrienos (Trinchieri, G. 1997). 
Después de la identificación del microorganismo, las señales producidas por la inmunidad 
inespecífica, controlan aspectos de la inmunidad específica. Igualmente, la respuesta adaptativa 
puede dirigir a la respuesta innata contra agentes infecciosos, como en el caso de la citotoxicidad 
celular mediada por anticuerpos. Ambas respuestas son reguladas en gran parte por las 
interleucinas (Seder, RA., 1999). 
1.1.4 Interleucinas. 
Se denomina interleucinas a un conjunto de glucoproteínas solubles de bajo peso molecular 
que actúan como mensajeros y permiten la comunicación entre las diferentes subpoblaciones de 
leucocitos que participan en la respuesta del sistema inmune. Son producidas transitoriamente 
por las células del sistema inmune y diferentes tipos celulares durante la activación de la 
inmunidad innata y adquirida. Controlan localmente la amplitud y duración de la respuesta inmune 
específica (Oberholzer, A, et. ai., 2000) y están involucradas en procesos de crecimiento, 
multiplicación, diferenciación y activación celular, así como en la inmunidad e inflamación 
(Hernández-Urzúa, MA, 2001). 
Las Interleucinas (IL-1, IL-2, IL-8), el TNF-a y el interferón gamma (INFy) desempeñan 
funciones importantes en la presentación de los granulomas y en el control de la infección por M. 
tuberculosis. 
La IL-1 es el pirógeno endógeno y el factor estimulante de la síntesis de tas proteínas de 
fase aguda; estimuladora de la respuesta inmunitaria y de las reacciones inflamatorias. Su 
producción puede ser estimulada por adyuvantes como el muramíl dípéptido y por lipopolisacáridos 
(LPS) o endotoxinas de las bacterias Gram negativas. Otros inductores son las sustancias 
activadoras de los linfocitos, como el TNF- a, los factores estimulantes de colonias granulocito-
monocito (GM-CSF) y el IFNy (Rojas-Espinosa, O, 2001). 
Su actividad más importante es la estimulación de la proliferación de los linfocitos T. Es 
también un cofactor que estimula la proliferación de los linfocitos B, de los cuales depende la 
producción de anticuerpos. 
Existen dos clases de IL-1 que han sido denominadas a y p. Producidas por dos genes 
diferentes, pueden ser producidas simultáneamente por el mismo organismo vertebrado. Pero la 
síntesis de una u otra puede variar según el tejido y la especie. Así por ejemplo, la IL-1& es que 
se produce predominantemente en los monocitos y en las células del cerebro humano. En cambio, 
en los monocitos de ratón predomina la síntesis de IL-la 
(http://depa.pquim.unam.mx/inmuno/contenido/CaplO/caplO_tema2.htm). 
En pacientes con tuberculosis, la IL-1 se sobre-expresa (van Crevel, R, et ai, 2002 cf. 
ref), especialmente en el sitio de la lesión (Law, K, et ai, 1996; Bergeron, A, et ai, 1997). Los 
estudios con ratones sugieren un importante papel de IL-1 en la tuberculosis: ratones con doble 
knock-out (KO) para IL-la y IL-lp (Yamada, H, et ai, 2000), así como ratones deficientes en el 
receptor para IL-1 (IL-1R) tipo 1 (los cuales no responden a IL-1) mostraron un incremento en el 
crecimiento mico bacteriano y una formación defectuosa del granuloma al ser infectados con M. 
tuberculosis (Juffermans, NP, et ai, 2000). Adicionalmente, los haplotipos para IL-lp y el 
antagonista natural de IL-IRa de 90 pacientes hindúes con tuberculosis en Londres mostraron 
una distribución desigual: un incremento de la producción de IL-lp en relación a IL-IRa dan lugar 
a un "haplotipo pro inflamatorio", el cual fue más común en TB pleural que en otros tipos de 
tuberculosis (Wilkinson, R J , et ai, 1999). La TB pleural es usualmente un caso de TB primaria 
que el hospedero controla por si solo, por lo que el aumento de la relación de la producción IL-
lp/IL-lRa puede ser un factor que protege en contra de una presentación más severa de TB. 
Sugawara y col. (2001) encontraron que ratones KO para el receptor tipo 1 de IL-1 
infectados vía respiratoria con M. tuberculosis, cepas H37Rv o Kurono, desarrollaron lesiones 
granulomatosas perceptiblemente más grandes con infiltración de neutrófilos en sus pulmones 
que los ratones silvestres. El número de colonias mico bacterial es en pulmones y bazo aumentó a 
partir de la quinta semana post-infección. La producción de INFy por las células del bazo fue 
menor en ratones KO. 
La regulación de esta intrincada red de citocinas está controlada principalmente por la IL-
10. Su función es interferir la síntesis de las citocinas TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 y GM-C5F por 
células T y regular negativamente la síntesis de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a en macrófagos. La IL-
10 sobre regula la expresión de las proteínas del complejo principal de histocompatíbílídad MHC 
clase I I , (Smith EM, et ai, 1999; Opal SM., 2000) que son las proteínas especializadas 
encargadas de presentar los antígenos de los microorganismos asociadas a células para su 
reconocimiento por las células T (Abbas A, et ai, 1999). También favorece el desarrollo y la 
producción de inmunoglobulinas en células B e inhibe las funciones accesorias de los macrófagos 
en la activación de las células T. El efecto total de estas acciones es inhibir la respuesta 
inespecífica y la mediada por células (Smith EM, etai, 1999; Opal SM, 2000). 
La IL-10 es producida por los macrófagos después de haber fagocitado a M. tuberculosis 
(Shaw TC, et ai, 2000) y unirse al LAM mico bacteriano (Dahl, ICE, et ai, 1996). Los linfocitos T, 
incluyendo las células T reactivas a M. tuberculosis son capaces de producir IL-10 (Barnes, PF, et 
ai, 1993a; Boussiotis, VA, etai, 2000; Serosa, F, et ai, 1999). En pacientes con tuberculosis, la 
producción de mRNA de IL-10 ha sido demostrada en las células mononucleares circulantes en los 
sitios de la enfermedad en la pleura y en los lavados de los fluidos alveolares (Bornes, PF, et ai, 
1993b; Gerosa, F, et ai, 1999). Algunos investigadores han mostrado producción ex vivo de IL-10 
por células mononucleares de sangre periférica de pacientes con tuberculosis (Hírsch, CS, etai, 
1999; Torres, M, et ai, 1998), pero esto no ha sido encontrado por otros (Lin, Y, et ai, 1996). La 
IL-10 es un antagónico de las citocinas pro inflamatorias a través de la inhibición de la producción 
de IFN-y, TNF-a y de la IL-12 (Fulton, SA, etai, 1998; Gong, JM , etai, 1996; Hirsch, CS, etai, 
1999). Debido a que la IL-12 es esencial para la inmunidad protectora en la tuberculosis, se 
esperaría que la IL-10 interfiriera con la defensa por parte del hospedero contra M. 
tuberculosis. De hecho, los ratones transgénicos para IL-10 con infección micobacterial 
desarrollan una carga bacteriana más grande (Murray, P J , etai, 1997). Otro estudio mostró que 
los ratones deficientes en IL-10 presentaron una carga bacteriana más baja a etapas tempranas 
después de la infección (Murray, P J , et ai, 1999), no obstante otros dos autores encontraron 
resistencia normal (Erb, KJ , et ai, 1998; North, R J , 1998.). En tuberculosis humana, la 
producción de IL-10 fue más alto en pacientes anérgicos, antes y después del acertado 
tratamiento, sugiriendo que la inducción de IL-10 por M. tuberculosis suprime una respuesta 
inmune eficaz (Boussiotis, VA, etai, 2000). 
1.1.5 Oxido Nítrico. 
El óxido nítrico (NO) es sintetizado a partir del nitrógeno guanidino del aminoácido L-
arginina a través de una familia de enzimas llamadas óxido nítrico sintetasas (NOS) resultando en 
NO y citrulina. Las NOS pueden ser constitutivas o inducibles: 
a) NOS constitutivas. Son dependientes de calcio y calmodulina para su actividad y se 
localizan en endotelios (NOS endotelial) y en algunas neuronas tanto a nivel central como 
periférico (NOS neuronal). Las NOS constitutivas tienden a tener efectos inmediatos y 
benéficos como el control de la resistencia vascular, flujo sanguíneo, presión sanguínea, 
función sexual del macho, protección en isquemia. 
b) NOS inducible. Es independiente de calcio para su actividad y se localiza 
principalmente en macrófagos, células inflamatorias, hepatocitos y músculo endotelial. Bajo 
condiciones fisiológicas su efecto se refleja en horas o días. Tiene efectos antibacterianos, 
antifúngicos y antitumorales, pero cuando es sobre-producido por la estimulación de 
lipopolisacáridos, factores de necrosis tumoral u otras citocinas tiende a ser dañino para el 
organismo (Soberanes, F, etai, 2001). 
La producción de NO por los macrófagos es mediada por una estimulación antigénica a 
nivel de membrana, como lo puede ser un agente infeccioso. La señal se traduce en una 
fosforilación del inhibidor del factor nuclear kappa-p (I-NF-KB) el cual es degradado. Una vez 
liberado el NF-KB, este se traslada al núcleo, y promueve la transcripción de la óxido nítrico 
sintetasa, enzima responsable de la producción de NO (Lee, J I K , eta/., 1998). 
El NO es un compuesto altamente tóxico, que junto con los metabolitos del oxígeno 
constituyen los elementos microbicídas más eficientes de las células fagocítícas. 
La expresión de ¡NOS puede ser inducida por citocinas como IL-.lp y TNF-a y endotoxinas 
(Suschek CV, et ai, 2002; Estevez A, et ai, 2002; Estevez A, et ai, 2004; Stickings P, et ai, 
2002a y b; Chen HQ, et al., 2003; Beauregard C, et ai, 2003; Hashimoto T, et ai, 2003; 
Murakami Y, et ai, 2002; Reddy S, et ai, 2002; Takahashi M, et ai, 2002; Ito S., et ai, 2002; 
Teng X, et ai, 2002), usualmente en conjunción con IFNy (Stuehr D J , et ai, 1989; Breen, S J . , et 
ai, 1991; 1993). La actividad de la enzima da lugar a la producción de grandes cantidades de NO 
en macrófagos los cuáles están implicados en aniquilar tumores invasivos (Stuehr D J , et ai, 1989) 
y parásitos (Green S J , et ai, 1991), destrucción de tejido en diabetes autoinmune y en varios 
desórdenes inflamatorios como shock séptico, artritis, rechazo de injertos y una gran variedad 
de fenómenos ¡nmunopatológicos (Green S J , etai, 1993). 
Estudios in vitro e in vivo han demostrado que el macrófago juega un papel importante en 
el control de la infección por M. tuberculosis debido a la generación de peróxidos e 
intermediarios del nitrógeno reactivos (Chan J , etai, 1992). 
El mecanismo preciso por el que NO y otras especie de nitrógeno reactivo eliminan a M. 
tuberculosis no se conoce. Pero parece estar involucrado en la ruptura de DNA bacteriano, 
alteración de proteínas de señalización y/o inducción de apoptosis de macrófagos que albergan 
micobacterias. (Chan ED, etai, 2001). 
A pesar de los efectos potenciales del NO, distintas cepas de M. tuberculosis han 
presentado diferencias en cuanto a la susceptibilidad a los RNI, las razones todavía no se 
conocen (O'Brien 1, etai 1994; Rhoades ER etai, 1997; Yu K, etai, 1999). 
Se sabe también que el peróxido de hidrógeno (H2O2) uno de los intermediarios reactivos 
del oxígeno (ROI) generados por los macrófagos durante la explosión oxidativa tiene también 
efectos micobactericidas en fagocitos mononucleares (MP). Las interacciones del NO con las 
especies reactivas de oxígeno son complejas. Algunas veces estas moléculas se inactivan entre sí, 
pero, en determinadas circunstancias pueden combinarse para generar radicales peroxinitrato 
altamente reactivos. (Abbas AK, etai, 1999). 
En años recientes varios trabajos han reportado la producción de NO en macrófagos 
humanos cuando son infectados con M. tuberculosis (Fang, FC, 1999, Choi, H. et ai, 2002; Chan, 
ED. et ai, 2001; Nicholson S, et ai, 1996; Kuo, HP, et ai, 2000), sugiriendo que el NO puede 
tener un papel en el control de la tuberculosis humana (Choi, H. etai, 2002). 
1.2. PLANTAS UTILIZADAS CONTRA Mycobacterium tuberculosis. 
En los últimos años se ha incrementado los reportes de cepas de M. tuberculosis 
resistentes a los fármacos de línea, por lo que se han buscado otras alternativas para el 
tratamiento de la tuberculosis. Una de estas opciones lo constituye la búsqueda de extractos o 
compuestos de origen vegetal, con actividad antimicrobiana y que provengan de plantas usadas en 
la medicina tradicional para el tratamiento de esta enfermedad. 
Jiménez-Arellanes y col. (2003) reportaron que los extractos hexánicos de Artemisia 
iudoviciana, Chamaedora tepejiiote, Lantana hispida, Juniperus communisy Malva parviflora, y los 
extractos metanólicos de Artemisia Iudoviciana y Juniperus communis inhibieron el crecimiento 
de M. tuberculosis. Los extractos acuosos de estas plantas no presentaron actividad. 
Grange (1990) realizó experimentos con plantas buscando actividad contra bacterias y 
especialmente contra M. tuberculosis. En este trabajo utilizaron extractos etanólicos de 
plantas, las cuales fueron preparadas a manera de tinturas, como las usadas en los remedios 
homeopáticos. Las plantas que presentaron actividad antibacter¡ana sobre la cepa H37Rv de M. 
tuberculosis fueron: Actaea spicata, Angustura vera, Arnica montana, Baisamum peruvianum, 
Cinnamonium camphora, Piper cubeta, Guaiacum officinaiis. 
Shkurupü (2002) encontró que extractos de Mentha piperita en concentraciones de 600 y 
300 ¡jg/mi administrado en inhalaciones ayuda al control de la tuberculosis. 
Tshibangu (2002) reportó que el extracto obtenido con diclorometano de Amorphophaiius 
bequaertii inhibió el crecimiento de M. tuberculosis a una concentración mínima inhibitoria (MIC) 
de 100 pg/ml. 
Por otro lado se ha demostrado que algunas de las plantas utilizadas en la medicina 
tradicional contra diversos agentes infecciosos no tienen actividad tóxica directa contra dichos 
agentes, sin embargo han sido utilizados con gran éxito. Estudios recientes han demostrado que 
su éxito se debe a una acción estimuladora sobre el sistema ¡nmunológico, favoreciendo el control 
de la enfermedad. 
Tales son los casos de Spiraea prunifoiia (So, HS, et ai, 1999) y Oichroa febrífuga 
(Murata, K, et ai, 1998) usados en el tratamiento de la malaria y de Kalanchoe pinnata usada 
contra la leishmaniasis (Da-Silva, SA, et ai, 1999). El extracto de estas plantas no tiene 
actividad tóxica contra esos protozoarios parásitos, sin embargo activa a los macrófagos con la 
consecuente producción de óxido nítrico (Murata K, et ai, 1998; Da-Silva SA, et ai, 1999; So, 
HS, et ai, 1999), el cual es uno de los principales efectores contra agentes infecciosos (Murata, 
K, et ai, 1998, Nathan, CF, et ai, 1991; Da-Silva, SA, et ai, 1999, Abbas, AK, et ai, 1999; So, 
H5, etai, 1999). 
En otro ensayo se evaluó la actividad inmunomudalora de Mollugo verticillata, mediante la 
producción de NO en células peritoneales tratadas invivo usando el extracto etanólico con y sin 
BCG. El extracto presentó actividad inmunoestimuladora cuando las células peritoneales fueron 
estimuladas in y/tro con antígeno 8CG únicamente. Los estudios fitoquímicos determinaron la 
presencia de glicósidos triter peno ¡des y quercetin en el extracto, estos compuestos pueden ser 
los responsables del efecto en el sistema ¡nmune (Ferreira, AP, etai, 2003). 
Gómez-Flores y col. (2002) probaron extractos metanólicos de hojas de Plantago major, la 
cual ha sido asociada con propiedades antíinflamatorias, antimicrobiales y ant¡tumorales. Se 
encontró que incrementaba desde 4 hasta 18 veces la producción de NO, así como la producción 
de TNF-a en macrófagos perítoneales de ratón. 
Kolodziej y col. (2003) estudiaron Pefargonium sidoides, planta usada en el Sur de África 
para el tratamiento de varias enfermedades del tracto respiratorio. Se encontró que el extracto 
acuoso tiene moderada actividad ant¡m¡cobacter¡al y significativa actividad inmunomoduladora. 
Mediante ensayos de la reacción en cadena de la polimerasa por la reversa transcriptasa (RT-
PCR) en macrófagos de médula ósea de ratón, se observó que estimulaba la síntesis de iNOS y 
TNF-a. 
1.2.1 Gordolobo. 
El gordolobo es una de las plantas reportadas en los libros clásicos de herbolaria y 
utilizadas en la medicina tradicional mexicana para los problemas de tuberculosis, la cual, en 
ocasiones es citada como "estados tísicos y escrofulosos". (Martínez, M. 1933; Instituto Nacional 
Indigenista, 1989; Chamouleau AYJ , 1990; Aguilar, A, etai, 1994). 
Dependiendo de la localización y comercialización dentro del territorio nacional, a ésta 
planta conocida con el nombre de gordolobo, corresponden varias especies y géneros e incluso 
diferentes familias. Bajo el mismo nombre de "gordolobo" han sido registradas más de 10 
especies diferentes (Martínez M. 1933; Instituto Nacional Indigenista, 1989; Chamouleau AYJ , 
1990; Aguilar A, etai, 1994) (Tabla 1). 
Tabla 1. Plantas utilizadas en medicina tradicional ¡Mexicana registradas bajo el 
nombre popular de gordolobo 
Nombre científico Familia Localización 
Gnaphaiium aff decurrens E. Ivés Asteraceae Chihuahua 
Gnaphaiium canescens DC Asteraceae Jalisco 
Gnaphaiium ieucocephaiium A. Gray Asteraceae Coahuila 
Gnaphaiium aff. conoideum Kunth Asteraceae Tlaxcala 
Gnaphalium rodonthum Asteraceae Oaxaca 
Gnaphaiium roseum Kunth Asteraceae Michoacón 
Gnaphaiium obtusifoiium L Asteraceae Noreste 
Gnaphalium sphacef/atum Asteraceae Nayarit 
Gnaphaiium oxyphyüum DC Asteraceae Sonora 
Gnaphaiium viscosum Kunth Asteraceae DF 
Anaphaiis margaritaceae Zygophyüaceae BCS 
Archibaccharis auricuiata Zygophyüaceae Hidalgo 
Senecio barba-johannis DC Zygophyüaceae Hidalgo 
Senecio sinuatus Zygophyüaceae Hidalgo 
Bocconia frutescens L Papaveraceae Chiapas 
1.2.2. Plantas utilizadas en el estudio 
Bocconia frutescens 
REINO: Plantae 
PHYLUM: Magnoliophyta 
D IV IS IÓN: Spermatophyta 
Subdivisión: Angioespermeae 
CLASE: Dicotyledoneae 
Subclase: Magnoliopsída 
Orden: Papaverales 
FAMILIA: Papaveraceae 
GÉNERO: Bocconia 
Especie: B. frutescens L 
Nombres comunes: Cuatlataya, Gordolobo, Llora sangre. Mano de león, Palo santo. 
Descripción. 
Planta arbustiva o arbórea, perennifolia de 1-3 m de alto, con látex amarillo o anaranjado a 
rojo; tallo a menudo ramificado desde la base, ramas jóvenes lanoso-tomentosas, con hojas 
aglomeradas hacia la parte superior; hojas con peciolos de 2-8 cm de largo, oblongas a elípticas 
en contorno general, hasta de 45 cm de largo y 30 cm de ancho (las superiores de dimensiones 
menores), con frecuencia glaucas, borde pinnatipartido hasta la mitad o menos de la distancia 
hacia el nervio medio, lóbulos laterales en hojas bien desarrolladas por lo común 6 o menos de 
cada lado, oblicuamente triangulares a trapeciformes, 2 o menos veces más largos que anchos, su 
ápice agudo u obtuso, aserrados, la base de la lámina por lo general truncada, haz glabro o casi 
glabro, envés tomentoso a glabrado; inflorescencia en forma de panícula amplia y laxa, muy 
ramificada, hasta de unos 40 cm de largo y 30 cm de ancho, brácteas oblongas-lanceoladas, de 
alrededor de 1 cm de largo; flores numerosas sobre pedicelos finos hasta de 1 cm de largo; 16-20 
estambres, filamentos delgados de 3-5 mm de largo, anteras lineares de unos 6 mm de largo; 
ovario estipitado, estilo evidente, estigma bimelado; fruto elipsoide, angostándose hacia ambos 
extremos de 7-8 mm de largo, tanto replo como estilo (4 mm de largo) y estigma (4 mm de largo) 
persistentes, estípite hasta de 1 cm de largo; semillas de alrededor de 6 mm de largo, obscura, 
levemente reticulada, con un ario basal evidente, cupuliforme, escamoso-pulposo. Florece y 
fructifica todo el año. (http://148.233.168.204/pfnm/BocconiaFrutescens.html). 
Los estudios de los compuestos presentes en esta planta reportan la existencia de 
alcaloides, saponinas y triterpenos en hojas y flores, y de alcaloides y triterpenos en tallos. Las 
pruebas para glicósidos cardiotónicos, esferoides, antraquinonas, glicósidos cianogénicos y 
antocianinas se reportaron negativas. La presencia de alcaloides, saponinas y triterpenos puede 
dar indicio de la posible actividad biológica, ya que los alcaloides reportados en la Familia 
Papaveraceae son de gran importancia médica por las diversas actividades biológicas que 
presentan (analgésicas, narcotizantes, antimicrobianos, antitusígenos) y se conoce también que 
algunas saponinas y triterpenos son activos (Sánchez Arreóla, E, et a! 2001). Caballero-George y 
col. (2002 y 2003) encontraron alcaloides en el extracto etanólico de la raíz de la misma especie. 
Gnaphah'um sp 
REINO: Plontae 
PHYLUM: Magnoliophyta 
DIV IS IÓN: Spermatophyta 
Subdivisión: Angioespermeae 
CLASE: Dicotyledoneae 
SUBCLASE: Magnoliopsida 
Orden: Asterales 
FAMILIA: Compositae o Asteraceae 
GÉNERO: GnaphaUum 
Especies: G. off decurrens E. Ivés 
G. íeucocephaíium A Gray 
G. canescens DC 
Descripción. 
Hierba anual o bienal de 10-40 cm de altura, con uno o varios tallos blanquecinos y 
densamente lanosos que parte de una roseta basal presente o ausente durante la floración; hojas 
de la roseta, oblanceoladas a espatuladas, de 20-70 mm de largo y 3-15 mm de ancho, o de 9*70 
mm de largo y 3-11 mm de ancho, ambos tipos de hojas con el ápice romo a subagudo, mucronado, 
borde a veces repando, base largamente atenuada a no atenuada, bicoloras o excepcional mente 
concoloras, con el haz glabrescente de color verde y en el envés densamente lanoso o 
excepcionalmente glabrescente; inflorescencia formada de glomérulos dispuestos en forma de 
espiga continua, ocasionalmente compuesta, interrumpida sólo en la base o muy alargada e 
interrumpida en toda su longitud; la porción continua de la inflorescencia mide 15-50 mm de 
largo; cabezuelas cilindricas a acampanadas, de 3-4.5 mm de largo y 2-2.5 mm de ancho, con 3 a 5 
series de brácteas, cuyo número varía entre 18 y 22, las exteriores ovadas a ovada-lanceoladas, 
de ápice agudo, rarísimamente romo, lanosa en su base, de color café, las interiores oblongas a 
lineares, con el ápice romo a agudo, glabras, de color café; flores hermafroditas 3 a 4 las 
femeninas 48 a 75, ambos tipos de flores de 3-3.8 mm de largo y con el ápice de la corola café o 
café amarillento; aquenios oblongos, de 0.7-0.8 mm de largo, de color beige a café obscuro. 
superficie papilada: cerdas del vilano blancas, unidas en su base y desprendiéndose del aquenío 
formando un anillo (http://148.233.168.204/pfnm/enaphalium.Amcricanum.html). 
Villagomez-Ibarra y col. (2001) reportaron en las variedades de montaría de Gnaphalium 
oxyphyllum oxyphyllum, G. Hebmannii y G. viscosum actividad antibacteriana en los extractos 
hexánicos, metanólicos y en los extractos obtenidos con acetil acetato de flores, hojas y 
vástagos. Los extractos hexánicos mostraron en todos los casos la inhibición más alta. El 
extracto de flor de G. oxyphyllum exhibió la gama más amplia de actividad antimicrobiana. 
Meragelman y col. (2003) encontraron diterpenos, con velutin, esqualenos y estigmasterol 
en el extracto metanólico de G. gaudíchaudianum. Morimoto y col. (2003) encontraron 
f lavonoides con actividad insecticida en la especie G. aff. O. Oon. 
Rojas-G y col. (2001) probaron diversos extractos crudos, hexánicos, clorofórmicos y 
metanólicos de Gnaphah'um oxyphyllum y G. omericanum para evaluar la actividad ant i microbiana 
potencial contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae. 
Streptococcus pyogenes, Escherichia coii, y Candida albicans. La concentración mínima 
inhibitoria fue <5 mg/ml, determinada por un análisis de dilución doble. 
Mongelli y col. (1995) reportaron que Gnaphalium spicatum presenta actividad parcial 
contra Staphylococcus aureus. 
Caczres y col. (1990) encontraron que Gnaphalium stramineum presenta actividad contra E 
coii, Salmonella enteritidis, S. Typhi, Shigella dysenteriae y Shigella fiexneri. En un estudio 
posterior (1991) reportaron que Gnaphalium viscosum es efectivo contra 5. pyogenes. 
2. IMPORTANCIA . 
Lo tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas considerada actualmente como uno 
de los principales problemas de salud mundial debido al aumento del número de pacientes que la 
padecen y a la aparición de cepas drogo-resistentes. Aunque actualmente se cuenta con diversas 
drogas, la búsqueda continua de nuevas drogas menos tóxicas y más eficaces está plenamente 
justificada. 
Los conocimientos utilizados desde la época de nuestros antepasados en la medicina 
tradicional y la riqueza existente de plantas registradas y clasificadas taxonómicamente en los 
diferentes herbarios del país (Aguílar A, et ai, 1994) deben aprovecharse con el fin de buscar 
alternativas en el tratamiento de la tuberculosis. Es necesario realizar estudios científicos de 
los extractos de plantas utilizadas, con el fin de corroborar su actividad, determinar sus 
componentes y la potencia de los mismos. 
Al igual que muchas otras plantas medicinales, el "gordolobo", a pesar de su uso difundido 
en la medicina herbolaria, no tiene estudios que conf irmen su valor terapéutico en la tuberculosis. 
Por lo que la búsqueda de algún producto vegetal que actúe contra el bacilo, ya sea de manera 
directa o a través de la activación del sistema inmune para contener y eliminar a la bacteria 
contribuiría al control de la enfermedad. 
3. H I P Ó T E S I S . 
Los extractos de las hojas y flores de diferentes especies conocidas comúnmente como 
gordolobo en la medicina tradicional para el tratamiento de pacientes con tuberculosis, presentan 
actividad tóxica contra Mycobacterium tuberculosis y/o actividad estimuladora sobre 
macrófagos. 
4. O B J E T I V O S . 
General. 
Determinar in vitro la actividad inhibitoria del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis 
y la actividad estimuladora sobre macrófagos de los extractos acuosos, etanólicos, metanólicos y 
hexánicos de plantas conocidas comúnmente como gordolobo. 
Específicos. 
1. Determinar la actividad inhibitoria del crecimiento de M. tuberculosis de extractos 
acuosos, etanólicos, metanólicos y hexánicos de hojas, flores y tallos de algunas especies de 
gordolobo mediante la técnica de Azul Alamar. 
2. Determinar el efecto activador sobre macrófagos de los extractos acuoso, 
etanólico, metanólico y hexánico de las hojas y flores y tallos de algunas especies de gordolobo, 
usando como monitor la expresión de la enzima ¡NOS y de IL-lp por RT-PCR. 
3. Caracterizar parcialmente la composición de los extractos de gordolobo por medio 
de reacciones químicas de identificación de grupos funcionales. 
5. METODOLOGÍA Y D I SEÑO EXPER IMENTAL. 
5.1 MUESTRAS VEGETALES. 
5.1.1 Recolección. 
Las muestras de hojas, tallos y flores colectadas corresponden a las especies: Gnaphalium 
aff. decurrens E. Ivés (Guadalajara, Jalisco), G, leucocephalium A Gray (Chihuahua, Chihuahua), 
G. canescens DC (Sierra de Arteaga, Coahuila) y Bocconia frutescens L (Pahuatlán, Puebla). 
Una vez colectadas, se envió una muestra al Herbario IMSSM y al Herbario de la Facultad 
de Ciencias Biológicas, UANL para su clasificación y depósito, extendiéndose los certificados 
correspondientes (voucher). Las muestras se secaron a temperatura ambiente, se separaron en 
hojas, tallos y flores. Se molieron, primero en un procesador de alimentos (Kitchen Aid 
MKFP450WW; Whirlpool, Francia) y posteriormente, para hacerlo mas fino, en un procesador 
para café (Kups Fast-Touch modelo 203, México). 
5.1.2. Obtención de extractos (anexo I). 
De cada muestra se obtuvo un extracto acuoso, etanólico, metanólico y hexánico (Cruz-
Vega, DE., 2002) 
Extracto acuoso. Un litro de agua se calentó a ebullición y se retiró del fuego, 
inmediatamente después se agregaron 30 g de muestra previamente molida (hojas o tallo o flor). 
Se tapó y se dejó en reposo hasta que la infusión estuviera a temperatura ambiente. El extracto 
resultante fue filtrado a través de un lienzo de algodón y posteriormente por papel filtro 
Whatman #3. Finalmente se sometió a liofilización y se almacenó en f ráseos de vidrio con tapón 
de rosca a temperatura ambiente hasta su uso (no mas de 1 año). Para su análisis, el liofilizado se 
disolvió en 1 mi de agua por cada 2 mg de muestra, la solución se esterilizó por filtración (0.2 y) y 
se ajustaron a las concentraciones deseadas con medio de cultivo. 
Extracto etanólico. Se pesaron 30 g de muestras molidas de hoja o tallo o flor y se 
dejaron agitando a baja velocidad en 1.5 litros de etanol por una semana en obscuridad. Se filtró 
a través de un lienzo de algodón crudo y después con papel filtro Whatman #3. El extracto se 
evaporó a sequedad en rotavapor Büchí Safety Vap® R205 Brinkmann (Palo Alto, California) y se 
almacenó en frasco con tapón de rosca en lugar fresco y seco hasta su uso (no mas de 1 año). 
Para su análisis, el extracto se disolvió en 1 mi de dimetilsulfóxído (DM50) por cada 2 mg de 
muestra. Las concentraciones a usar se ajustaron con medio de cultivo. 
Extracto hexánico. Treinta gramos de muestra de hojas o tallos o flores molidas se 
sometieron a reflujo continuo en soxhlet por 7 días con 700 mi de hexano. El extracto obtenido 
fue filtrado con papel filtro No 1 (Fisher 09-802) y el hexano del extracto se eliminó por 
evaporación en un rotavapor a presión reducida hasta sequedad. Se almacenó en frasco con tapón 
de rosca en lugar fresco y seco hasta su uso (no mas de 1 año). Para su análisis, el extracto se 
disolvió en 1 mi de DMSO por cada 2 mg de muestra. Las concentraciones deseadas se ajustaron 
con medio de cultivo. 
Extracto metanólico. Cada una de las muestras residuales de hojas o tallos o flores de la 
extracción con hexano se sometieron a reflujo continuo en un soxhlet por 7 días con 700 mi de 
metanol. El extracto se manejó de la misma manera que el anterior. 
5.2 PRUEBAS BIOLÓGICAS. 
5.2.1 Actividad Anti-micobactcriana de los extractos vegetales: 
Para determinar las concentraciones mínimas inhibitorias se utilizó la técnica de azul 
alamar, la cual permite tener resultados en tan solo 8 días, además de no requerir equipo 
especializado (Changsen, C, et ai, 2003; Woldemichael, GM, et ai, 2003; Luna-Herrera, J , et ai, 
2003; Franzblau, SG, 2000; Pietro, RC, et ai, 2000; Franzblau, SG, et ai, 1998; Collins, L, et ai, 
1997). 
5.2.1.1 Micobacterias. Se usó la cepa H37Rv de M. tuberculosis cultivada en medio 
Middlebrook 7H9 suplementado con OADC. 
5.2.1.2 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (anexo I I a). En 
microplacas de 96 pozos se agregaron 100 ¿/I de medio Middlebrook 7H9 suplementado con OADC 
(anexo I I I , Tabla 10). Se agregaron 100 j/1 de cada uno de los extractos a concentraciones 
iniciales de 2000, 200 y 20 pg/ml a una hilera de la microplaca y se hicieron microdiluciones (1:2) 
dejándose una hilera sin extracto la cual sirvió como control de crecimiento de la bacteria. 
Posteriormente se inocularon 100 ¡A de suspensión bacteriana, la cual fue ajustada previamente 
con nefelómetro de McFarland al tubo No. 1 (densidad óptica de 0.6) y diluidas 25:1 para obtener 
una concentración final de 1 X 104 bacterias/mi. Los pozos del perímetro fueron llenados con agua 
destilada estéril para minimizar la evaporización en la placa. Las microplacas fueron selladas con 
cintas adhesivas e incubadas a 37 °C por 5 días. Al quinto día, se agregaron 50 ¡A de mezcla de 
alamar azul a un pozo control (anexo I I , a; anexo 3, Tabla 11) y se dejaron incubando por 24 h a 
37 °C. Si el cultivo viraba a rosa, entonces el colorante era agregado a los demás pozos. En caso 
de no virar, el colorante era agregado a otro pozo control y reincubado un día más. El color azul 
es interpretado como "no-crecimiento", mientras que el color rosa, indica "crecimiento''. La MIC 
se define como la concentración más baja del extracto que inhibe el crecimiento de la 
micobacteria (Franzblau SG, et ai, 1998). Como control de actividad antimicobacteriana se 
usaron Isoniacida y Rifampicina a una concentración inicial de 125 pg/ml y microdiluciones (1:2). 
La cepa H37Rv es susceptible a estas drogas (Franzblau, S., et ai, 1998). 
5.2.2 Determinación del efecto sobre macrófagos (anexo I I b). 
5.2.2.1 Cultivo y activación de Macrófagos. 
Monocitos extraídos de médula ósea de ratones BALB/c se cultivaron en microplacas de 6 
pozos a una concentración de 3 x 106 cel/pozo a 37 °C en atmósfera húmeda con 5 % de CO¿ en 
medio DMEM suplementado con 10% de suero de caballo, 10% de suero fetal bovino, 15% de 
medio condicionado (sobrenadante del cultivo de células L929 de 5 días), 0.5 mi de 
mercaptoetanol 5 X 10*5 M, 2 mi de NaHC03 al 7.5% y 1 mi de antibiótico (antibiotic-antimycotic 
100X, Invitrogen, CarIsbd, CA, USA) (anexo I I , Tabla 12). Se incubaron por 10 días para que se 
diferenciaran a macrófagos. Al décimo día, se retiró el medio y se agregó medio fresco 
adicionado con 125 j/g/ml de los extractos a analizar. Como control positivo de la activación de 
macrófagos, cultivamos las células con 2 jig/ml de LPS (0111:B4, Sigma, Saint Louis, MO, USA) o 
400 ng/ml de PMA (Sigma). Mientras que las células cultivadas en las mismas condiciones pero sin 
estímulos externos correspondieron al control de células no activadas. Una cantidad igual de 
DMSO (0.894 M) usado para la dilución de los extractos se añadió a una serie de cultivos para 
descartar que el DMSO tuviera efecto sobre las células. En todos los casos los cultivos se 
incubaron bajo las mismas condiciones por 6 h. 
5.2.2.1 Determinación de la activación de los macrófagos por los extractos. 
Como evidencia de la activación de los macrófagos, se analizó la expresión de la enzima 
¡NOS y las interleucinas IL-ip e IL-10 mediante transcripción reversa y reacción en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR). Como control de la calidad de las células y de la reacción de RT-PCR se 
analizó la expresión de la Sliceraldehido 3 fosfato deshídrogenasa (G3PDH) (anexo I I , b). 
Obtención de RNA (anexo I I I c). 
A los macrófagos tratados con los extractos o controles de activación por 6 horas, se les 
retiró el medio y se les agregaron 600 |jl de amortiguador de lisis [ísotiocianato de guanidínium 
4M (Sigma), sarcosil 0.5% (Sigma), citrato de sodio lmM (Merck) y 2-mercaptoetanol 128.7 mM 
(Sigma)] (anexo I I I , tabla 15). El contenido de los pozos (lisado) se colectó en tubos eppendorf y 
se almacenó a - 70 °C hasta su uso (1 a 3 días) (anexo I I , b). 
Al lisado de los macrófagos se le agregaron 50 pl acetato de sodio 2M (Merk), 500 pl de 
fenol ácido pH 4.3 (Sigma) y 100 pl de cloroformo (Merk) y se dejaron por 15 mín en hielo 
agitándose cada 5 min. Las muestras se centrifugaron a 12,500 Xg por 5 min a 5o C (centrífuga 
Beckman J2-MC, Palo Alto, California). 61 sobrenadante se recuperó en un tubo nuevo y se le 
agregó un volumen de TrizoI, (Invitrogen) y 200 ¿iL de cloroformo. Se centrifugó a 18,700 Xg por 
5 min a 5 °C. Se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo y se le agregaron 500 \i\ de 
isopropanol. Se centrifugó a 18,700 Xg por 5 min a 5 °C. El sobrenadante se decantó y a la 
pastilla se le agregaron 800 pL de etanol al 80% en agua DEPC (1%). Se centrifugó a 18,700 Xg 
por 5 min a 5o C. Las muestras se dejaron secar en estufa a 37 °C de 10 a 15 min y se 
disolvieron en 8 yl de agua DEPC. 
La concentración del RNA extraído y su pureza se determinó al calcular la proporción de 
RNA/Proteínas (>1.8) obtenida de la lectura de la absorbancia a 280/260 nm en un 
espectrofotómetro SmartSpectm 3000 (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). La integridad del RNA 
se observó luego de correr las muestras en geles de agarosa al 1% en condiciones 
desnaturalizantes por 60 min a 50 V (anexoll, c). Los geles se visualizaron en un espectro: Alpha 
Imager ™200, DOCUMENTATION & Análisis System (San Leandro, CA, USA). 
Producción de cDNA. 
Se añadieron 2 pl de oligo dti2-is (0.5 gg/ml) (Gibco, BRL) a las muestras disueltas en 8 pl 
de agua DEPC cada muestra y se incubó a 65°C por 10 min en un termociclador (Gene Amp PCR 
systems 2400 Perkin Elmer, Nolwalk, Ct, USA). Después se colocó en hielo 5 min, se centrifugó 
por 10 seg y se le agregaron 10 pl de mezcla de reacción (transcriptasa reversa) (anexo I I I , 
Tabla 13). La reacción se incubó a 37°C por 1 h y posteriormente a 95°C por 5 min para inactivar 
la enzima. Se agregaron 80 p.L de agua DEPC para un volumen final de 100 pl. Las muestras se 
congelaron a -20 °C hasta su uso (1 a 3 días) (anexo I I , c). 
PCR. 
A 5 \i\ de cada muestra de c&NA se le agregaron 45 |jl de la mezcla de reacción para PCR 
(anexo I I b). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador (Gene Amp PCR systems 
2400) con las siguientes condiciones: un paso inicial de 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 45 
seg, 60 °C por 45 seg, 72 °C por 1:30 min y un paso final a 72 °C por 5 min. Las muestras se 
cargaron en gel de agarosa al 2% en TBE IX (anexo I I I , Tabla 16) y se corrieron por 60 min a 100 
V. Los geles se cargaron con una mezcla conteniendo 6 //I de cada muestra y 2 //I de solución de 
carga (anexoll c). El marcador de peso molecular (Molecular Weight Markers IX , Roche, 
Mannheim, Germany) fue usado de acuerdo al fabricante. El gel se tiñó con una solución de 
bromuro de etidio (0.5 fig/ml) por 2 min y se observó con luz UV en un transiluminador (Alpha 
Imager 200, San Leandro, CA, USA) (anexo I I , c). 
5.3 REACCIONES QUÍMICAS DE IDENTIFICACIÓN. 
Las reacciones químicas de identificación fueron realizadas en todos los extractos 
siguiendo la metodología propuesta por Domínguez (1973). En todos los casos, la porción 
suficiente de extracto para realizar las reacciones fue la cantidad que se tomó con un aplicador 
de madera. 
5.3.1 Identificación de Saponinas. 
Prueba de Salkowskt a una porción de extracto se le agregaron 2-3 gotas de 
cloroformo, más 2-3 gotas de ácido sulfúrico. Un color café rojizo fue considerado como 
positivo. 
Lieberman-Bouchard: Se disolvió una pequeña muestra en cloroformo, se le añadió el 
reactivo (que se prepara agregando una gota de ácido sulfúrico en una mezcla de anhídrido 
acético con 1 mi de cloroformo); la aparición de cualquier color en el lapso de 1 h indicó que la 
prueba era positiva. 
5.3.2 Identificación de Lactonas. 
Prueba de Shinoda: a una porción de extracto se le agregaron 3 o 4 gotas de 
hidróxido de sodio al 10 %. Si se formaba un color amarillo y desaparecía al agregar gotas de 
ácido sulfúrico se consideró como resultado positivo. 
5.3.3 Identificación de Flavonoides. 
Prueba de ácido sulfúrico- Una pequeña cantidad de muestra se disolvió en ácido 
sulfúrico concentrado, la prueba es positiva para flavonas y flavonoles si se observaron 
coloraciones amarillas; para flavonas naranja-guinda y para chalconas rojo-azuloso. Las 
quinónos se observaron con coloración roja- púrpura. 
5.3.4 Identificación de Sesquiterpenlactonas. 
Prueba de Bafjet- Se utilizaron dos soluciones que se mezclaron en volúmenes iguales 
antes de usarse. Solución A: 1 g de ácido pícrico en 100 mi de etanol; Solución 8: 10 g de 
hidróxido de sodio en 100 mi de agua. Para la prueba se colocaron 2-3 mg del extracto más 3 
q 4 gotas del reactivo, las muestras positivas para sesquiterpenlactonas formaron una 
coloración naranja o roja oscura. 
5.3.5 Prueba de KMn04. 
Al extracto se le agregó gota a agota una solución de KMn04 al 2 % en agua. Fueron 
positivas las que presentaron decoloración con más de tres gotas de reactivo. 
5.3.6 Prueba para identificar Oxhidrilos fenólicos. 
La muestra se disolvió en etanol y se agregó una gota de solución de cloruro férrico en 
piridina al 2.5 %. Fue positiva con la aparición de coloración o precipitado rojo, azul, violeta o 
verde. 
5.3.7 Prueba para grupo carboxilo. 
A la muestra disuelta en 3 gotas de etanol se le agregaron de 2 a 3 gotas de solución 
acuosa de bicarbonato de sodio 1.5 N. Fue positiva al desprenderse burbujas de dióxido de 
carbono. 
5.3.8 Identificación de Triterpenos y Esteróles: 
Prueba de Lieberman Burchard. una pequeña muestra de extracto se disolvió en 
cloroformo para añadir el reactivo (una gota de ácido sulfúrico en una mezcla de anhídrido 
acético con 1 mi de cloroformo); fue positiva si aparecía cualquier color en el lapso de 1 h. 
5.3.9 Identificación de Cumarinas. 
Se disolvieron el extracto en 1 mi solución de NaOH al 10 %. La prueba fue positiva 
cuando apareció una coloración amarilla que desapareció al acidular. 
5.3.10 Identificación de Carbohidratos. 
Prueba de antroncr. El extracto se disolvió en 1 mi de agua mas 1 mi de solución de 
antrona al 0.2 % en ácido sulfúrico concentrado. Un anillo azul verdoso en la interfase fue 
positivo. 
5.3.11 Alcaloides. 
Prueba de bragendorff* Solución A: Se disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto en 
una mezcla de 10 mi de ácido acético glacial y 40 mi de agua. Solución B: Se disolvieron 8 g 
de yoduro de potasio en 20 mi de agua. El reactivo se preparó mezclando 5 mi de solución A, 
4 mi de solución B y 100 mi de agua. Se disolvió el extracto en etanol y se colocaron unas 
gotas en una placa de porcelana, se añadieron 3 gotas del reactivo de Dragendorff, la prueba 
fue positiva al aparecer un precipitado naranja marrón. 
Prueba de Wagner: Se disolvieron 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de 
potasio en 20 mi de agua; la solución se afora con 100 mi de agua destilada. Se agregaron 4 
gotas del reactivo al extracto, se considera positiva al observarse un precipitado marrón. 
6. RESULTADOS. 
6.1 COLECTA Y CLASIFICACIÓN DE PLANTAS CONOCIDAS COMO GORDOLOBO. 
Se colectaron cuatro diferentes especies de plantas, conocidas todas ellas como 
gordolobo. Las plantas colectadas fueron clasificadas en el Herbario IMSSM y en el Herbario de 
lo Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL, asignándole su voucher (registro) correspondiente. 
En la tabla 2 se describe el nombre científico y la procedencia de cada especie. 
Tabla 2. Nombre científico y procedencia de cada especie colectada. 
Clasificación Procedencia Voucher 
Gnaphaiium canescens E. Ivés Sierra de Arteaga, Coahuila 024180* 
ônaphalium leucocephalium A. Gray Chihuahua, Chihuahua 024179* 
ônaphalium aff. decurrens DC Guadalajara, Jalisco 024178* 
Boconnia frutescens L Pahuatlán, Puebla 14767** 
* FCB, UANL ** Herbario IMSSM 
6.2 EXTRACTOS OBTENIDOS DE LAS PLANTAS COLECTADAS. 
Se obtuvieron extractos acuosos, etanólicos, hexánicos y metanólicos de tallos y flores de 
G. leucocephalium, G. canescens y G. aff decurrens, así como de hojas de B. frutescens de 
acuerdo a la metodología descrita. En las tablas 3, 4, 5 y 6 se muestran las cantidades y el 
rendimiento porcentual de cada una de ellas en cada uno de los diferentes procesos de 
extracción. El número asignado a cada extracto fue arbitrario de acuerdo al orden de obtención. 
El rendimiento porcentual se calculó dividiendo el peso inicial entre el peso seco obtenido X 100. 
Tabla 3. Número asignado a cada extracto, parte de la planta utilizada, gramos 
obtenidos y rendimiento para Gnaphalium canescens. 
No. Extracto Parte de la pianta gramos Rendimiento % 
1 etano lieo Fior 11.4 9.5 
2 etano li co Tallo 5.0 4.2 
3 hexánico Fior 3.2 5.6 
4 metano li co Tallo 1.1 1.8 
5 hexónico Tallo 0.9 4.5 
8 metano lieo Fior 1.0 3.3 
14 acuoso Fior 0.7 7.0 
20 acuoso Tallo 0.9 12.0 
Tabla 4. Número asignado a cada tipo de extracto, parte de la planta utilizada, 
gramos obtenidos y rendimiento para de &. leucocephalium. 
No. Extracto Parte de la planta gramos Rendimiento % 
6 etanólico Flor 8.2 13.7 
7 etanólico Tallo 6.3 10.5 
15 acuoso Flor 1.5 10 
21 hexánico Tallo 2.2 7.3 
23 metanólico Tallo 2.3 7.7 
24 acuoso Tallo 1.4 7.3 
26 metanólico Flor 1.9 6.3 
27 hexánico Flor 1.6 5.3 
Tabla 5. Número asignado a cada tipo de extracto, parte de la planta utilizada, 
gramos obtenidos y rendimiento para aff. decurrens. 
No. Extracto Parte de la planta gramos Rendimiento % 
9 etanólico Flor 8.3 13.8 
10 etanólico Tallo 7.7 12.8 
11 hexánico Flor 1.6 5.3 
18 acuoso Flor 2.1 14.0 
19 acuoso Tallo 3.8 25.0 
22 hexánico Tallo 1.6 5.3 
25 metano 1 ico Flor 3.8 12.7 
28 metano 1 ico Tallo 6.1 20.3 
Tabla 6. Número asignado a cada tipo de extracto, parte de la planta utilizada, 
No. Extracto Parte de la planta gramos Rendimiento % 
12 hexánico 
Hoja 
3.7 6.2 
13 etanólico 7.4 12.3 
16 metanólico 14.9 24.8 
17 acuoso 8.7 19.2 
6.3 INH IB IC IÓN DEL CRECIMIENTO DE Mycobacterium tuberculosis CEPA H37Rv 
POR LOS EXTRACTOS DE GORDOLOBO. 
Se probó la actividad anti-micobacteriana de cada uno de los extractos mediante la 
técnica de azul alamar. Los extractos hexónico y metanólico de hoja de B. frutescens 
presentaron una concentración mínima inhibitoria de 125 pg/ml (Fig. 1). Los extractos del género 
Snaphaliutn no presentaron actividad (Fig. 2, 3 y 4). 
Las concentraciones de Rifampicina e Isoniacida utilizadas fueron de 120 a 0.486 pg/ml y 
en todos los casos las drogas fueron efectivas para inhibir el crecimiento de la bacteria (Tabla 7, 
Fig. 1). El DMSO fue usado como diluyente de los extractos, por lo que este compuesto fue 
añadido en las mismas concentraciones a cultivos control. Las concentraciones más altas de 
DMSO fueron tóxicas para las bacterias y el punto donde la concentración de DMSO no produjo 
inhibición del crecimiento lo designamos "punto de corte". La inhibición del crecimiento producida 
por los extractos por debajo del punto de corte es la inhibición real dada por los extractos. 
Tabla 7. Controles utilizados en las prueba de Azul Alamar. La concentración 
mínima que se probó de los antibióticos fue de 0.486 ng/ml. E l punto de 
corte con el DMSO fue a partir del 25%. 
Control Abreviaturo (pg/ml) 
Testigo T N.P. 
Isoniacida I 0.486 
Rifampicina R 0.486 
DMSO DM 12.5% 
*N.P. No presentó 
Figura 1. Controles usados en la prueba de azul alamar para la determinación 
de actividad antimicobacteriana de los extractos sobre M. tuberculosis cepa 
H37Rv. La concentración mínima usada de los antibióticos fue de 0.47pg/ml. 
La actividad por parte del DtóSO fue hasta la concentración de 12.5%. 
Extracto Numero 
17 
Parte de la Planta MIC 
O g^/ml) 
acuoso 
Hoja 
N .P.* 
etanólico 13 N.P.* 
metanólico 16 125 
hexánico 12 125 
NP No presentó 
]iglm\ 
Figura 2 Determinación de actividad antimicobacteriana de los 
extractos de hoja de B. frutescens sobre M. tuberculosis cepa 
H37Rv mediante la técnica de azul alamar. La MIC correspondió a 
125 ^ g/ml en los extractos 12 (hexánico) y 16 (metanólico). 
Extracto Número Parte de la Planta MIC (pg/ml) 
acuoso 14 Flor NP 20 Tallo NP 
etanólico 1 Flor NP 2 Tallo NP 
metano 1 ico 8 Flor NP 4 Tallo NP 
hexánico 3 Flor NP 
5 Tallo NP 
NP No presentó 
Figura 3. Determinación de la actividad antimicobacteriana de los 
extractos de 6. canes ce ns sobre M. tuberculosis cepa H37Rv 
mediante la técnica de azul alamar. 
Extracto Número Parte de la Planta MIC (^g/ml) 
acuoso 24 Flor NP 15 Tallo NP 
etanólico 6 Flor NP 7 Tallo NP 
metano 1 ico 26 Flor NP 23 Tallo NP 
hexánico 21 Flor NP 27 Tallo NP 
NP: No presentó 
Figura 4 Determinación de la actividad antimicobacteriana de los 
extractos de G. leucocephalium sobre M. tuberculosis cepa H37Rv 
mediante la técnica de azul alamar. 
Extracto Número Parte de la Planta 
MIC 
(pg/ml) 
acuoso 19 Flor NP 18 Tallo NP 
etano lieo 9 Flor NP 10 Tallo NP 
metano lieo 25 Flor NP 28 Tallo NP 
hexónico 22 Flor NP 11 Tallo NP 
NP: No presento 
ng/m 
Figuro 5. Determinación de la actividad antimicobacteriana de 
los extractos de G. aff decurrens sobre M. tuberculosis cepa 
H3TRv mediante la técnica de azul alamar. 
6.4.2 Expresión de IL-lp. 
En todos los ensayos los macrófagos expresaron IL-lp (Fig. 8), incluso los 
macrófagos que no recibieron ninguna estimulación. Las células estimuladas con PMA, 
LPS, o los extractos 11, 12 y 16 mostraron una aparente mayor expresión de IL-ip al 
observarse las bandas de los amplicones más intensas. Esto indica que existen niveles 
basales de expresión de esta interleucina y su expresión aumenta cuando son estimuladas 
con los extractos vegetales. 
N M DMSLM T U 12 1* C* C-
310 j g y 
234 mm 
Figura 8. Expresión de IL-lp en macrófagos medulares de 
ratón estimulados con extractos de gordolobo. 
6.4.3 Expresión de ¡NOS. 
Los macrófagos incubados con los extractos hexánico de flor de 6. aff 
decurrens (muestra 11) con el extracto metanólico de hoja de B. frutescens (muestra 
16) y con el control positivo PMA mostraron la expresión de la enzima ¡NOS (Fig. 9). Al 
resto de los extractos ensayados no se les detectó inducción en la expresión de esta 
enzima. 
^1*56 
1353 
1078 
872 
603 
310 
281 
234 
194 
118 
Figura 9. Expresión de ¡NOS en macrófagos medulares 
de ratón estimulados con extractos de gordolobo. Los 
extractos 11 (hexónico, flor G. aff. decurrens) y 16 
(metanólico, hoja B. frutescens) indujeron su expresión. 
6.4.4 Expresión de IL-10. 
Los macrófagos expuestos a los compuestos y extractos usados no se detectó la 
expresión de IL-10 (Fig. 10), esto indica que los extractos no poseen actividad anti-
inflamatoria. 
m A t M s m t u tz u * 
M U É 1353 
1078 
872 
603 
234 
194 
118 
Figura 10. Ausencia de expresión de IL-10 en macrófagos 
medulares de ratón estimulados con extractos de gordolobo. 
Tabla 9. Resumen de la expresión inducida por cada uno de 
os extractos mediante la prueba de RT-PCR. 
Compuesto IL- ip ¡NOS IL-10 
PMA + + 
LPS + _ 
DMS + _ 
T + _ 
11 + + 
12 + _ _ 
16 + + — 
• Expresa - No expresa 
6.5 PRUEBAS PARCIALES DE IDENTIFICACIÓN DE COMPUESTOS 
QUÍMICOS. 
Se identificaron parcialmente los compuestos presentes en cada uno de los 
extractos (Tabla 9). 
El extracto metanólico de hoja de B. frutescens, con actividad antimicobacteriana 
e inmunoestimulante, presentó insaturaciones, oxhidrilos fenólicos, sesquiterpenlactonas, 
cumarinas, grupos carbonilo, alcaloides, carbohidratos y lactonas. No se observaron 
triterpenos, esferoides y flavonoides. 
El extracto hexánico de hoja de B. frutescens, solo con actividad 
antimicobacteriana, presentó insaturaciones, esferoides, sesquiterpenlactonas, 
cumarinas, grupos carbonilo, alcaloides, carbohidratos y lactonas: no se evidenciaron 
oxhidrilos fenólicos y flavonoides 
El extracto hexánico de flor de G. aff decurrens, el cual únicamente presentó 
actividad estimuladora sobre los macrófagos, mostró insaturaciones, oxhidrilos fenólicos, 
cumarinas, sesquiterpenlactonas, flavonas, grupos carbonilo, carbohidratos y lactonas. No 
se detectaron triterpenos, esferoides y alcaloides. 
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7. D I S C U S I Ó N . 
Debido ol resurgimiento de la tuberculosis a nivel mundial y a la aparición de cepas 
resistentes y multi-resistentes a los fármacos de línea actuales se ha iniciado, desde hace 
unos años, la búsqueda de nuevos compuestos que ayuden a controlar la enfermedad (WHO, 
2003). 
México cuenta con un amplio territorio, que abarca variados climas y ecosistemas en 
los que se encuentra una gran diversidad de plantas y animales, los cuales han sido utilizados 
por las culturas que han habitado el país para el tratamiento de enfermedades (Aguilar A, et 
ai, 1994, Martínez, M. 1933). 
Desde hace algunos años, se han buscado plantas que tengan efecto contra diversos 
patógenos y ayuden al control de las infecciones. Varios autores han reportado resultados 
positivos en esta búsqueda (Grange, JM, et ai, 1990; Tshibangu, JN , 2002; Frame, AD, et ai, 
1998; Wächter, GA, et ai, 1998; Houghton, P J , et ai, 1998; Lall, N, et ai, 1999; Cantrell, CL, 
et ai, 1999a; Cantrell, CL, et ai, 1999b, Pietro, RC, et ai, 2000, Jiménez-Arellanes, A, et ai, 
2003). 
Hay diversos métodos in vitro para determinar la susceptibilidad de las bacterias a un 
compuesto, así como la concentración adecuada para tal efecto. Entre las técnicas utilizadas 
se destaca la técnica de azul alamar, técnica que con un bajo costo y de fácil manejo, permite 
en 8 días obtener las concentraciones mínimas inhibitorias requeridas para una actividad 
antimicobacteriana (Franzblau, SG, et ai, 1998). 
Con ésta técnica, se han identificado diversos compuestos derivados de plantas con 
actividad contra M. tuberculosis (Changsen, C, et ai, 2003; Woldemichael, GM, et ai, 2003; 
Luna-Herrera, J , et ai, 2003; Franzblau, SG, 2000; Pietro, RC et ai, 2000; Franzblau, SG, et 
ai 1998; Collins, L, et ai, 1997, Jiménez-Arellanes, A, et ai, 2003). 
Utilizando la técnica de azul alamar, encontramos que de los 28 extractos analizados, 
únicamente los extractos metanólico y hexánico de hoja de B. frutescens presentaron 
actividad contra M. tuberculosis a una concentración de 125 ^g/ml. Para considerar a un 
extracto crudo como posible fuente de compuestos antimicrobianos, debe presentar actividad 
a concentraciones menores de 200 /jg/ml. Extractos que requieren concentraciones más altas 
para mostrar efecto, resultan en procesos imprácticos e incosteables al intentar aislar 
productos de baja actividad (Ríos, J , etai, 1988). 
La naturaleza del solvente y el método de extracción determinan que compuestos se 
encuentran presentes en cada extracto, be ésta manera, los compuestos en las extracciones 
acuosas, etanólicas y metanólicas son polares e hidrofílicos, los obtenidos con hexano son no 
polares e hidrofóbicos. Esto determina la accesibilidad de los compuestos activos hacia el 
sitio de acción en el mecanismo de inhibición del crecimiento bacteriano ó el efecto activador 
de las células inmunes dependiendo de la vía para internalizarse. Lo que resalta la importancia 
de que un compuesto además de ser activo tenga la capacidad de penetrar a la célula y/o 
micobacteria. 
Así, los compuestos activos no polares obtenidos en el extracto hexánico posiblemente 
penetraron en la bacteria disolviéndose temporalmente en la bicapa lipídica, mientras que los 
compuestos activos obtenidos en el extracto metanólico, entraron por otra vía que pudiera 
implicar a las porinas como lo ha propuesto Nikaido (1994). Tres de las principales drogas de 
línea utilizadas en el control de la tuberculosis son pequeñas moléculas hidrofílicas (isoniacida, 
etambutol y pyrazinamida), las cuales son transportadas a la bacteria a través de porinas 
(Niederweis, M, 2003). En el presente trabajo, ninguno de los extractos acuosos presentó 
actividad bactericida, concordando con Jiménez-Arellanes y col. (2003). Es posible que en 
nuestros extractos no se hayan obtenido compuestos con actividad o con capacidad para 
penetrar a la bacteria. 
Cuando el agente infeccioso es un organismo intracelular como M tuberculosis, el 
acceso de los antibióticos a los sitios de acción es más difícil, pues tendrán que atravesar el 
sistema membranal de la célula hospedero y de la misma bacteria, además la bacteria puede 
compartí mental izarse intracelularmente quedando resguardada y haciendo todavía más difícil 
el paso de los antibióticos. En estos casos, la opción puede ser activar a las células inmunes 
para así poder eliminar a los organismos dañinos (Murata, K, et ai, 1998; Da-Silva, SA, et ai, 
1999; So, HS, etai, 1999; Ferreira, AP, etai, 2003, Gómez-Flores, R. etai, 2002; Kolodziej, 
H. etai, 2003). 
Múltiples substancias liberadas durante procesos inflamatorios, tales como la IL-1, IL-
6, TNF-a y el IFNY, inducen la expresión de ¡NOS con la consecuente producción de NO, el 
cual tiene propiedades bactericidas (Suschek, CV, et ai, 2002; Estevez A, et ai, 2003 y 
2004; Stickings P, et a!., 2002a y b; Chen HQ, et ai, 2003; Beauregard, C, et ai, 2003; 
Hashimoto, T, et ai, 2003; Murakami, Y, et ai, 2002; Reddy, S, et al., 2002; Takahashi, M, et 
ai, 2002; Ito, S, et ai, 2002; Teng, X, et ai, 2002). Por otro lado Wang y col. (2001) 
identif ¡carón que existe una sobre expresión concomitante de ¡NOS y de las ¡nterleucinas IL-
1(3 y TNF-a por parte de monocitos de sangre periférica y macrófagos alveolares de pacientes 
con tuberculosis. Un inhibidor competitivo de NOS produjo una disminución en la liberación de 
IL-ip y TNF-a. Lo que indica que existe una interrelación entre la producción de las citocinas 
proinf lamatorias y de la enzima ¡NOS, como un mecanismo para controlar la infección. 
Kolodziej y col. (2003) describen que existen compuestos que presentan una débil 
actividad antim¡cobacter¡ana, pero con actividad inmunoestimuladora. Decidimos probar el 
efecto estimulador de los extractos con actividad antimicrobiana sobre los macrófagos, pues 
sería muy deseable que un compuesto tenga ambas actividades: ant i mico bacteriana y 
activad o ra de las células inmunes. 
También probamos un extracto que no tuviera efecto antimicobacteriano contundente. 
Los candidatos para esto fueron los extractos etanólícos, hexánicos y metanólicos de G. 
ieucocephaiium y de G. aff. decurrens. En la técnica de azul alamar, estos extractos 
requirieron de 24 horas extra para considerar los resultados negativos como definitivos. 
Arbitrariamente, se escogió al extracto hexónico de flor de G. aff. decurrens para probar su 
actividad sobre macrófagos medulares. 
Uno de los métodos utilizados para determinar la actividad inmunoestimuladora de los 
extractos en macrófagos es el análisis de la expresión de la interleucina IL-1 y la enzima 
¡NOS mediante el uso de la técnica de RT-PCR (Han, B, et ai, 1999). Con ésta técnica, se 
determinó la actividad estimuladora de manera cualitativa. Como control de calidad de la 
prueba analizamos la expresión de la proteína Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
(G3PDH), que es una proteína constitutiva presente en todas las células. En todos nuestros 
ensayos, la G3PDH se expresó, indicando que los cultivos celulares estaban en buenas 
condiciones y que la reacción de RT-PCR se llevó a cabo adecuadamente. 
Una de las condiciones para realizar una buena RT-PCR es contar con RNA de buena 
calidad. La proporción de RNA/proteínas fue >1.8, indicando una adecuada pureza de ácidos 
nucleicos. La electroforesis en gel mostró un RNA íntegro al obtenerse dos bandas, una 
correspondiente a la subunidad 185 y la otra a la subunídad 285. En este gel, también se 
observa una banda en la parte superior correspondiente a DNA genómico, sin embargo, este 
no interf iere con los ensayos, pues los iniciadores fueron diseñados a partir de la secuencia de 
mRNA ya procesado y los amplicones a obtener son de menor tamaño que los que pudieran 
obtenerse del DNA genómico y fácil de distinguir. En nuestros ensayos obtuvimos solo una 
banda correspondiente al tamaño esperado para el amplicón proveniente del cDNA. 
Al analizar el efecto inmunoestimulador de los extractos con actividad 
antimicobacteriana se observó que el extracto metanólico de hoja de B. frutescens indujo la 
expresión de IL-lp e ¡NOS en macrófagos. Esto indica que este extracto metanólico tiene 
compuestos que son capaces de estimular a los macrófagos y además que actúan directamente 
sobre la bacteria. 
Bajo las mismas condiciones el extracto hexánico de hoja de B. frutescens indujo la 
expresión en macrófagos de IL-lp, pero no la expresión de ¡NOS. Algunos autores mencionan 
que la expresión de ¡NOS está regulada por la actividad de IL-lp (Suschek, CV, et ai, 2002; 
Estévez, A, et ai, 2004; Chen, HQ, et ai, 2003; Beauregard, C, et ai, 2003; Hashímoto, T, et 
ai, 2003). Sin embargo, la expresión de iNOS depende también de vías alternas a la de IL-lp, 
como la vía del TNF-a (Fichera, LE, et ai., 2004) o en conjunción con iFN-y (van den Hove, 
MF., et ai, 2002). Existen además inhibidores de la activación de iNOS (por lo tanto déla 
producción de NO) vía la IL-1, sin embargo, bajo estas condiciones la enzima ¡NOS se expresa 
por otra vía independiente de IL-1 (Mendes, AF, et ai, 2002). De hecho, la expresión de 
¡NOS puede ser inducida por otras citocinas como IL-2, IL-6, IL-8 y GM-CSF (Rojas-
Espinosa, O, 2001). 
La expresión de iNOS en nuestros ensayos pudo deberse a la inducción dada por la 
actividad de la IL-lp generada por la estimulación con los extractos o por la inducción de una 
R2 
vía alterna. Pero el hecho de que en algunos casos se haya producido IL-ip sin producción de 
¡NOS sugiere que la inducción de la expresión de ¡NOS en los macrófagos medulares de ratón 
usados en este trabajo ocurre por una vía independiente a la estimulación por la 11-1(3, la cual 
no se activa cuando las células son incubadas con el extracto hexánico de B. frutescens. No 
podemos descartar tampoco, que específicamente el extracto hexánico de hoja de B. 
frutescens contenga entre sus compuestos algún inhibidor de la inducción de la expresión de 
¡NOS vía IL-lp. Para determinar esto se requiere de otros estudios que no se incluyen en los 
objetivos de este trabajo. La expresión de IL-lp y/o ¡NOS en macrófagos medulares 
expuestos a los extractos de B. frutescens demuestran que este tiene propiedades 
inmunoestimuladoras. Sin embargo será necesario el aislamiento y la identificación de los 
compuestos presentes en el extracto para poder discernir los efectos de cada uno de ellos 
sobre la inmunomodulación. 
Aun cuando los extractos del género Gnaphah'um no inhibieron el crecimiento de M. 
tuberculosis, el extracto hexánico de flor de S. aff decurrens presentó actividad 
estimuladora en macrófagos determinado por la expresión de IL-lp e ¡NOS. Este resultado, 
sugiere que la efectividad de este extracto en medicina tradicional en el tratamiento contra 
la tuberculosis se debe a sus propiedades estimulantes en el sistema inmune y no debido a una 
actividad directa sobre la bacteria. 
Por otro lado, ninguno de los extractos indujo la expresión de IL-10. Esta es una 
interleucina que inhibe la producción de interleucinas pro-inflamatorias y la producción de 
¡NOS. El no ser expresada con ninguno de los extractos probados, sugiere que estos no 
poseen efecto anti-inf lamatorio. 
En la literatura se han reportado compuestos aislados de plantas con actividad 
antimicobacteriana. Entre ellos están triterpenos (Cantrell, C, et ai, 1999a; Cantrell, C, et ai, 
1999b; Newton SM, etai., 2002; Woldemichael, <SM, etai, 2004 ), diterpenos (Wáchter, GA, 
et ai, 1998) alcaloides (Rao, KV, et a!; 2003; Newton SM, et ai, 2002; Rastogi N, et ai, 
1998), chalconas, flavonoides y productos similares a las chalconas (Lin, YM, et ai, 2002), 
cumarinas (Rastogi, N, et ai, 1998) sesquiterpenos (Rastogi, N, et ai, 1998) 
sesquiterpenlactonas (Rabe, T, etai, 2002), esteróles, flavonoles (Woldemichael, GM, et ai. 
2003; Woldemichael GM. et ai, 2004), así como plantas con actividad inmunoestimuladora en 
las que han sido aislados los compuestos quercetin y triterpenos glicósidos (Ferreira, AP, et 
ai, 2003). 
Con las pruebas químicas de identificación se manifestó la presencia de alcaloides, 
sesquiterpenlactonas y cumarinas en B, frutescens. Sánchez-Arreóla y col. (2001) reportaron 
en ésta planta actividad antimicrobiana sugiriendo que este efecto se debe principalmente a 
los alcaloides. Otros autores han reportado efectos similares de alcaloides: antifúngicos 
(Wanjala, CC, et ai, 2002; Kariba, RM, et ai, 2002; Nissanka, AP, et ai, 2001), 
antimicrobianos (Musumeci, R, et ai, 2003; Faizi S, et ai, 2003; Caballero-George, C, et ai, 
2002, 2003; Cernakova, M, et ai, 2002; Nazrul Islam, SK, et ai, 2002; Wanjala, CC, et ai, 
2002; Sansores-Peraza, P, etai, 2000; Morsi, NM, 2000; Otshudi, AL, etai, 2000; Hamasaki, 
N, etai, 2000; Rao, KN, etai, 2000), antiplasmodiales (Ross, SA, etai, 2004), insecticidas 
(Nissanka, AP, etai, 2001) y con propiedades inmunomoduladoras (Ivanovska, N, etai, 1999). 
En el extracto hexánico de flor de G. aff decurrens encontramos cumarinas y 
sesquiterpenlactonas, compuestos que han sido reportados con efecto antimicobacteriano. 
En el Género Gnaphaiium, se ha reportado la presencia de diterpenos (Meragelman, TL, 
et ai, 2003) y flavonoides (Morimoto, M, et ai, 2003), los cuales tienen diferentes 
propiedades en el control de parásitos. Nosotros encontramos además alcaloides, lo cual no 
había sido reportado en este género. 
Un resultado muy importante es la actividad tanto bactericida como 
inmunoestimuladora que se encontró en un extracto crudo: el extracto metanólico de hoja de 
B. frutescens. Esto lo hace un excelente candidato para el tratamiento de la enfermedad al 
presentar ambas características. En este estudio analizamos la hoja, pues es la usada en la 
medicina tradicional, sin embargo el estudio de otras partes de la planta podría arrojar datos 
muy valiosos. 
Algunos extractos no presentaron actividad sobre M. tuberculosis, pero si actividad 
inmunoestimulante, por lo que sería interesante probar el resto de los extractos para 
determinar este efecto en modelos de infección celular o en modelos animales. 
En este trabajo iniciamos los estudios fitoquímicos para determinar el tipo de 
compuestos presentes en los extractos. En estudios posteriores se podrían aislar los 
ingredientes activos y determinar específicamente su papel en la actividad sobre la bacteria 
y/o sobre el sistema inmune. Así como si la actividad se debe a uno o varios componentes y si 
entre ellos hay sinergismo, adición o antagonismo. 
8. CONCLUSIONES. 
1. De las especies de gordolobo estudiadas, B. frutescens fue la única que tiene 
compuestos que presentan las dos actividades: actividad tóxica contra M. tuberculosis y 
actividad estimulante en macrófagos medulares de ratón BALB/c. 
2. El extracto metanólico de B. frutescens presenta actividad antimicobacteriana 
y estimula a los macrófagos a expresar IL-ip e ¡NOS. 
3. El extracto hexánico de B. frutescens presenta actividad antimicobacteriana y 
estimula a los macrófagos a expresar IL-1(3 pero no ¡NOS. 
4. Las especies del género $naphaiium no presentaron actividad contra M. 
tuberculosis. 
5. El extracto hexánico de flor de 6. aff. decurrens indujo la expresión de IL-lp e 
¡NOS en los macrófagos. 
6. Ninguno de los extractos indujo la expresión de IL-10 en cantidades 
detectables en macrófagos medulares de ratón BALB/c, lo que sugiere que estos extractos no 
tienen propiedades anti-inflamatorias. 
7. Los alcaloides presentes en B. frutescens y el género Gnaphaiium pueden ser 
los responsables de la actividad observada en este estudio. 
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10 A N E X O S 
I Extracciones. 
Separar tallos de flor (Género (Snphalium sp)y hoja de Bocconia frutescens 
i 
Moler muestra 
i 
Pesar 30 g de muestra 
Acuoso 
Agregar a 1 L de agua destilada en 
ebullición 
Y 
Retirar de la fuente de calor 
i 
Tapar 
i 
Dejar enfriar a temperatura 
ambiente 
Filtrar con lienzo de algodón 
i 
Filtrar con^iapel filtro 
Liofilizar 
i 
Guardar en f rasco ámbar o en 
obscuridad en lugar fresco y seco. 
Etanólico 
Agregar a 750 mi de etanol al 
70% 
Y 
N^antzner en obscuridad en 
aparato shaker por 7 días en 
movimiento bajo. 
Y 
Filtrar con lienzo de algodón 
i 
Filtrar con papel filtro 
Evaporar a sequedad con 
rotavapor 
I 
Guardar en frasco ámbar o en 
obscuridad en lugar fresco y seco. 
Extracciones (continuación) 
Separar tallos de flor (Género Snphalium sp)y hoja de Bocconia frutescens 
i 
Moler muestra 
i 
Pesar 30 g de muestra 
Hexánico 
Montar en Sistema soxhlet 
i 
Agregar 700 mi de Hexano 
i 
tAaniener en reflujo continuo por 7 
días 
i 
Filtrar con^apel filtro 
Evaporar a sequedad con rotavapor 
Guardar en frasco ámbar o en 
obscuridad en lugar fresco y seco. 
Metanólico 
El molido recuperado de la extracción 
con hexano se usó para la extracción 
con metanol por lo se deja evaporar el 
hexano sobrante 
i 
Agregar 700 mi de Metanol 
I 
Mantener en reflujo continuo por 7 
días en sistema sohxlet 
i 
Filtrar con papel filtro 
i Evaporar a sequedad con rotavapor 
Guardar en frasco ámbar o en 
obscuridad en lugar fresco y seco. 
H Pruebas biológicas. 
a)Actividad Anti-micobacteriana de los extractos vegetales 
Prueba Azul Alamar 
Colocar agua destilada estéril en los pozos del marco de la microplaca. 
i 
Agregar 100 pL de medio 7H9 suplementado con AODC a todos los pozos restantes 
i 
Diluir los extractos en DM SO o en agua destilada y esterilizar por filtración. 
I 
Diluir a la concentración deseada (2000, 200 y 20 ng/ml), con medio de cultivo 
7H9 suplementado con AODC 
i 
Agregar 100 pl de cada concentración de extracto a la fila 2 (una concentración 
por microplaca). 
i 
Homogeneizar con pipeta, 
i 
Tomar 100 //L de la fila 2 y adicionarlo a la fila 3, repetirlo hasta la fila 10. La fila 
11 no contiene extracto y corresponde al control de crecimiento de mico bacterias. 
Desechar 100 pL de la fila 10 (es el exceso o sobrante) i 
Ajustar la densidad de Mycobacterium tuberculosis H37Rv con el nefelómetro de 
McFarland (tubo 1). 
I 
Diluir la suspensión bacteriana^l:25 con medio 7H9 + OADC. 
Agregar 100 pl a los pozos correspondientes. I 
Sellar las cajas 
Incubar por 5 días 
i 
A un pozo control agregar 50 ¿/I de Alamar azul 
Re incubar 24 h. 
i 
Observar la placa, si hay viraje del pozo a color rosa, se aplica a todos los pozos 
correspondientes, si permanece azul, se aplica a otro pozo control azul alamar y se 
reincuba otras 24 h. 
i Leer la placa 
El color rosa indica que la bacteria está viva, el color azul indica muerte. 
b) Determinación del efecto activador sobre macrófagos 
Obtención de monocitos 
Sacrificio de ratones BALB/c 
I 
Obtención de las patas traseras 
i 
Pasar medio DMEM a través de lumen de los huesos. 
Conteo de número de células: Ajustar a 1 X 106 cel/ml. 
i 
En microplacas de fondo plano agregar 3 mi por pozo (3 X 106 cel/pozo). 
+ 
Incubar por 5 días a 37.5 °C y 5% CO2. Realizar cambio de medio. 
I 
Incubar 5 días más. Los monocitos se han transformado a macrófagos y están 
listos para el ensayo. 
Incubación de macrófagos con los extractos vegetales 
Retirar el medio y agregar extractos. 
I 
Incubar durante 6 horas. 
* 
Retirar el medio. 
1 
Aplicar 600 gl de buffer de lisis o 600 gl de trizol. 
1 
Colectar las cels en viales y dejar en congelación a -20 °C hasta su uso. 
c)RT-PCR 
Obtención de RNA 
Al libado se le agregan: 
> 50 pl acetato de sodio 
> 500 \i\ fenol ácido 
> 100 pl cloroformo 
i 
Dejar las muestras 15 min en hielo, 
i Centrifugar 12,500 Xg, 5 min, 5 °C 
I Recuperar fase acuosa. Agregar 600 ^L de trizol y 200 |¿L cloroformo. 
i 
Centrifugar a 18,700 Xg 10 min 5 °C 
I 
Retirar el sobrenadante 
i 
Agregar 500 pl de isopropanol 
+ 
Centrifugar a 18,700 Xg 10 min 5 °C 
I 
Decantar 
i Agregar Etanol al 80% en agua DEPC 
Centrifugar a 18,700 Xg 10 min 5 °C 
i 
Secar a 37 °C 
i Resuspender en 8 \i\ de agua DEPC 
Seles y lecturas para determinar calidad y cantidad de RNA 
Hacer diluciones de cada muestra 1:100 
* 
Colocar la dilución en una celda del espectrofotómetro 
i 
Leer a 260/280 nm (absorbancia) 
i 
Determinar pureza del RNA por su relación RNA/proteínas. 
i 
Correr un gel de agarosa IX en buffer TBE a 50 V por 60 min y observar la 
integridad del RNA después de teñir el gel en bromuro de etidio. 
cDNA 
Añadir 2 gl de oligo (DT) a cada una de las muestras disueltas en 8 |j| de agua 
DEPC + 
Incubar a 65 °C, 10 min en termociclador. 
i 
Colocar en hielo 5 min 
i 
Centrifugar 10 seg. 
i Añadir 10 gl de mezcla de reacción de transcriptasa reversa 
i 
Incubar 1 h/37 °C 
I 
Incubar 5 m¡n/97 °C 
I 
Agregar 80 ni de agua DEPC 
i 
Congelar a -70°C hasta su uso 
PCR A 45 gl de la mezcla de reacción para PCR agregar 5 gl de cada muestra ^ 
Colocar las muestras en el termociclador con los tiempos y temperaturas 
programadas (mencionadas en material y métodos) 
i 
Realizar electroforesis de los productos amplificados en gel de agarosa al 2% 
con TBE IX, 100 V, 60 min 
Teñir el gel en bromuro de etidio 5 gg/ml 
\ 
Visualizar los amplicones en un transiluminador con LUV 
m . Preparación de reactivos 
Tabla 11. Preparación OA DC 100 mi 
Acido oleico* 50 mg 
Albúmina bovina Frac. V 5 g 
Dextrosa 2 q 
Cata lasa** 4 mg 
Agua destilada 100 mi 
NaCL 85 % 
* Se saponifica en NaOH 0.2 N a volumen igual 
** Cata lasa EC 1.11.1.6 Sigma C-9322 (de hígado bovino). 
Tabla 12. Mezcla de azul alamar 
Alamar azul 10X Un volumen 
Tween 80 al 10 % Un volumen 
'Preparar inmediatamente antes de usar. Conservarlo y usar 
Tabla 13. Medio para obtención de monocitos 
o protegido de la luz. 
Medio DMEM 90 mi 
antibiótico (antibiotic-antimycotic 100X) 1 mi 
2-Mercaptoetanol (sol. de trabajo 5 x 10'5M)* 0.5 mi 
NaHCC>3 7.5% (solo si el medio no lo contiene) 2 mi 
Suero fetal bovino 10% 
Suero de caballo 10% 
Medio condicionado bMEM** 15% 
Para la preparación de solución de trabajo: 
Mercaptoetanol 14.4 M (botella) 150 >il 
Medio sin aditivos (DMEM) o solución de Hanks 10 mi 
Guardar en refrigeración protegido de la luz. 
Se usó medio sin aditivos 
Solución de trabajo: 
250 i^l solución concentrada * 5 mi de medio DMEM 
Esterilizar por filtración 
**Medio condicionado es sobrenadante de cultivo de cel. L929 de 5 días de 
crecimiento. 
Tabla 14. Mezcla de reacción pora transcriptasa reversa: 
Agua DEPC 2.4 pl 
Regulador 5X de la 1° cadena 4 pl 
DTT 100 mM 2 pl 
dNTP's 10 mM 0.8 pl 
M-MLV RT 200 U/pl 0.8 pl 
Tabla 15. Mezcla de reacción paro PCR 
Agua E>EPC 35.3 Ml 
10 x PCR Req 5.0 pl 
MgCl2 50 mM 2.5 MI 
dNTP's lOmM 2.5 MI 
Primer 5' 20 |iM 0.5 pl 
Primer 3' 20 nM 0.5 pl 
Taq Polimerasa 5U/ |_j 1 0.2 \i\ 
Preparación de las soluciones amortiguadoras 
Tabla 16. Solución de lisis 
Stock Compuesto Cantidad concentración 
[concentración] final 
4 M isotiocianato de guanidinio 1 ml 3.7 M 
1M citrato de sodio 25 til 25.0 nM 
14.3 M 2-mercaptoetanol 5 MI 0.11 M 
10% Sarcosyl 50 \i\ 0.5 % 
Esterilizar todo excepto el 2- mercaptoetanol en autoclave 15' /151b 
Tabla 17. Solución de TBE 10X 
Agua destilada 800 ml 
Ácido bórico 55 g 
Base de Tris. 108 g 
EDTA 9.3 g 
Ajustar el volumen a 1L con agua destilada 
Para la elaboración de geles y para el corrimiento de los mismos se usó el TBE IX 
IV Imagen del marcador de peso molecular utilizado. Roche I X . 
1353 
1078 
872 
603 
310 
271,251 
234 
154 
118 
72 

